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Les canaux C1 activés par le Ca2 (Cla) jouent un rôle prépondérant dans le
contrôle du potentiel membranaire des myocytes et donc du tonus vasculaire en
réponse à divers agents vasoconstricteurs tels que les hormones et les
neurotransmetteurs. La dialyse d’une solution contenant une concentration interne en
2+ . , - 2÷Ca fixe et connue a permis la caractensation d un courant Cl active par le Ca
‘Cl(Ca), dans les myocytes de la veine porte ainsi que dans les artères coronaire et
pulmonaire de lapin. L’expression fonctionnelle de ICI(Ca) s’est avérée être nettement
plus faible dans la veine porte que dans les myocytes artériels. Les mesures de ‘CI(Ca)
effectuées dans des myocytes coronaires ont permis d’établir que la valeur de ECa5O
dans ce cas correspond à 363 ± 20 nM à +50 mV.
Une des approches expérimentales utilisées pour l’étude des rôles
physiologiques des canaux Cla consiste à inhiber le canal avec des agents
pharmacologiques sélectifs. Or, des travaux ont déjà démontré que l’acide niflumique
(ANF), le plus puissant inhibiteur de Cla, pouvait stimuler ICI(Ca) dans des myocytes
pulmonaires. La dynamique de ce phénomène fut donc évaluée dans les myocytes
coronaires. Nos résultats montrent que le retrait de l’ANF du milieu externe stimule
‘C(Ca) indépendamment de la concentration ( 10 tM). Par contre, les cinétiques de la
stimulation se sont avérées variables en fonction de la concentration d’ANF et du
voltage. L’ensemble de ces résultats expérimentaux a pu être modélisé en modèle
cinétique incluant deux sites de liaison.
Peu d’études ont jusqu’à présent démontré des mécanismes de régulation de
l’activité des Cla. Des travaux récents suggèrent toutefois que ‘C(Ca) est modulé par
li
la kinase dépendante de la calmoduline (CaMKII). Nos résultats montrent que
l’inhibition de CaMKII par le KN-93 et un peptide inhibiteur (ARW) augmente ICI(Ca)
des myocytes artériels, alors que l’inclusion de l’enzyme constitutivement active
réduit le courant. Ceci suggère qu’une phosphorylation par CaMKII pourrait inhiber
les canaux CICa des cellules musculaires lisses artérielles. La présence de KN-93 ou
d’ARIP n’a cependant pas augmenté ICI(Ca) dans les myocytes de la veine porte.
La phosphorylation inhibitrice par CaMKII sur ‘Ci(Ca) nécessite au moins une
phosphatase pour en renverser l’action. Nos résultats indiquent à cet égard que
l’inhibition de la calcineurine (CaN), une phosphatase Ca2-dépendante, par la
cyclosporine A (CsA) de même que par un peptide inhibiteur (CaN-AF), diminue le
courant des cellules musculaires lisses coronaires en présence de [Ca2j 500 nM.
En fait, la déphosphorylation par la CaN déplace la courbe d’activation du canal par
le Ca2 de 149 nM. Cet effet fut également observé au niveau de l’artère pulmonaire.
L’inclusion de CaNA Œ constitutivement active dans le milieu intracellulaire a pu
stimuler ICI(Ca) de myocytes d’artère pulmonaire, alors que la présence de CaN-AF ou
la dialyse soit de l’enzyme bouillie ou soit de l’isoforme 13, s’est avérée sans effet sur
le courant.
En conclusion, ‘O(Ca) apparaît finement contrôlé par des processus de
phosphorylation impliquant des enzymes activées par le Ca2 en plus d’une activation
directe du canal par le Ca2.





Ca2-activated C1 channels (C1a) play a prominent role in the regulation of
vascular tone in response to vasoactive hormones and neurotransmitters via an effect
on the membrane potential. Celi dialysis with a solution containing a known free
[Ca2j enabled a cliaracterization of ClCa in freshly dispersed rabbit portai vein and
pulmonary and coronary arterial smooth muscle ceils. The functional expression of
CiCa currents (ICI(Ca)) was much stronger in arterial than venous myocytes, regardiess
of the method used to elicit the current. From our resuits in coronary myocytes, the
Ea50 was evaluated at 363 ± 20 nM at +50 mV.
One approach commonly used to investigate the physiological roles of these
channels consists in the use of selective pharmacological probes. Previous studies
have shown that niflumic acid (NFA), considered to be the most potent inhibitor of
Cla, couid stimuate ‘Cl(Ca) fl pulmonary myocytes. We therefore sought to study the
dynamics of such phenomenon in coronaiy myocytes. Removal of NFA from the
extemal solution enhanced ICI(Ca) independently of dmg concentration ( 10 1iM)
used. Stimulation kinetics appeared however siower as the NFA concentration or
voltage was increased. A kinetic model with two binding sites was consfructed and
computer simulations were found to be in accordance with our experimental data.
The critical function for CiCa in vascular tone implies that the activity ofthese
channels is finely tuned. Recent evidence suggests that ClCa currents (ICI(Ca)) are
modulated through phosphoiylation by Calmodulin-dependent protein kinase II
(CaMKII). Whilst inhibition of CaMKTI by KN-93 and a specific inhibitory peptide
C
iv
C (AP) significantly enhanced ‘CI(Ca) in arteia1 myoces, inclusion of autonomously
active CaMKII in the cytosol reduced the current. from these data, we concluded that
phosphorylation by CaMKII inhibits Cira channeis of arterial smooth muscle celis. In
contrast, presence of KN-93 and ARIP, two selective inhibitors of CaMKII, had littie,
if any, effect on ICI(Ca) in portai vein myocytes.
The inhibition of ‘CI(Ca) in arterial smooth muscle celis by a CaMKII
dependent process suggests that the channels must aiso be rcgulated by at least one
phosphatase. We found that the inhibition of calcineurin (CaN), a Ca2tdependent
phosphatase, by cyclosporin A (CsA) or by a specific inhibitory peptide (CaN-Af),
decrease the current in coronary smooth muscle ceils in the presence of [Ca2j 500
nM. In fact, dephosphorylation by CaN was shown to sensitize the channeÏ to
intracellular Ca2 by 149 nM. The same effect was recorded in the puimonary artery.
Inciusion of a constitutivcly active form of a CaNA isoform, CaNA Œ, in the
cytoplasm was found in tum to stimuiate ‘C(Ca) of pulmonary myocytes while the
inclusion of CaN-AF, boiled CaNA Œ or of CaNA f3 produced littie, if any, effect on
the current.
In conclusion, ICI(Ca) j5 finely tuned by phosphorylation and
dephosphoiylation involving Ca2-dependent enzymes concomitant with a direct
activation of the channel by Ca2.




Section D Calcineurine 77
D. 1 Structure de la calcineurine 77
D.2 Mécanismes d’activation 79
D.3 Pharmacologie $2
D.4 Rôles physiologiques 84
Section E Justification et objectifs 87
CHAPITRE 2: MATÉRIELS ET MÉTHODES 93
Isolation cellulaire 94
Électrophysiologie 95
Solutions et composés chimiques 97




CHAPITRE 3: RÉSULTATS 105
Section 3.A: Caractérisation du courant anionique des myocytes
vasculaires 106
Section 3.3: Étude dynamique des effets de 1 ‘acide niflumique
sur 1CI(Ca) des myocytes d ‘artères coronaires de lapin 120
Section 3. C. Régulation de Icl(c des myocytes vasculaires de
lapinparCaliKll 142





CHAPITRE 4: DISCUSSION 180
Section 4.A: Caractérisation du courant anionique des myocytes
vasculaires 181
Section 4.B: Étude dynamique des effets de t ‘acide nflumique
sur ‘cl(ca) des invocytes d ‘artères coronaires de lapin 187
Section 4. C. Régulation de des myocytes vasculaires de
lapin par CaMKÏI 197
Section 4.D: Stimulation de IC/(Ca) des myocytes artériels de
lapin par la calcineurine 204
CHAPITRES: CONCL USIONS 215
Étude dynamique des effets de 1 ‘acide nlumique
sur Icl(ca 216
Régzclation par phosphoiylation de Jci’c dans le




Appendice II: Paramètres utilisés pour simuler par ordinateur le
modèle cinétique décrivant 1 ‘inhibition et la stimulation





Tableau 1.A.5-1 Nomenclature des CLCA 32
Tableau 1.A.5-2 Localisation tissulaire des CLCA 38
Tableau 1.A.5-3 Inhibiteurs des CLCA 39
CHAPITRE 3: RÉSULTATS
Tableau 3.Ad Caractérisation du courant enregistré dans ta veine





Figure 1.1 Courbe d’autorégulation 5
Figure 1.2 Mécanismes d ‘augmentation du calcium cytoplasmique
des cellules musculaires lisses 6
Figure 1.3 Couplage excitation-contraction dans te muscle tisse
vasculaire 7
Figure 1.4 « Courant defenêtre » calcique en régime établi via Ca(L)
des CML d ‘artères coronaires de lapin 11
Figure 1.A.4-1 Structure des C1C 25
Figure 1.A.4-2 La famille des C1C 28
Figure 1.B.1-1 Tracé représentatifde Cl01 45
Figure 1 .B.2- 1 Illustration des approches expérimentales utilisées pour
étudier Clca
Figure 1.B.2-2 Structure de l’ANf 62
Figure 1.C.1-1 Structure de CaMK[I 70
Figure 1.D.1-1 Structure de la calcineurine 78
Figure 1.D.2-1 Activation de la calciizeurine 80
CHAPITRE 3: RÉSUL TA TS
Figure 3.A.1 C’aractérisation du courant anionique des cellules
musculaires lisses artérielles et veineuses de lapin
dialysées avec 500 nM[’a2J1 107
Figure 3.A.2 Comparaison de 1 ‘expression fonctionnelle de ICl(Ca chez
les myocytes d’AP, d’AC et de VP de lapin 110
XC Figure 3.A.3 Voltage- et Ca2-dépendance du courant anionique des
myocytes artériels pulmonaires et coronaires 113
Figure 3.A.4 Comparaison de 1 ‘amplitude de ICI(Ca) des myocytes d ‘AP et
d’AC dialysés avec 500 nM[C’a2J1 115
Figure 3.A.5 Courants ‘l(Ca) de myocytes d’AC dialysés avec ïtne
2+[Ca J libre variant entre O et 1 jtM 117
Figure 3.A.6 Relation entre ‘Cl(Ca) et la [Ca2J du myocyte d’AC 11$
Figure 3.B.1 Stimulation du courant CT activé par le C’a2 par 1 ‘acide
niflumique des myocytes coronaires de lapin dialysés avec
500 nM[Ca2] libre 121
Figure 3.B.2 Effets du retrait de t ‘ANf sur les cinétiques d’activation et
de déactivation de IC1(Ca) 123
Figure 3.B.3 Dynamiques du courant stimulé suivant le retrait de de
1 ‘ANF en fonction de la concentration utilisée 125
Figure 3.B.4 Courbe dose-réponse de l’inhibition de ‘Cl(Ga) par l’ANf 126
Figure 3.B.5 Corrélation entre la concentration d’ANf et les
dynamiques de Icl(ca,)-stimulé par le retrait de l’inhibiteur 128
Figure 3.B.6 Potentiel membranaire et dynamiques de Ic1(c)-stimulé par
le retrait de l’ANf 129
Figure 3.B.7 Influence du potentiel membranaire sur l’inhibition de
Jcl(ca,)parlANf 130
Figure 3.B.8 Quantfication de la dépendance au potentiel de ‘Cl(Ca
stimulé induit par le retrait de 100 1iANF 132
Figure 3.B.9 Propriétés deIcl(c(-stimulé 133
Figure 3.B.1O Diffe’rents modèles cinétiques évalués par simulation
iiformatique 135




Figure 3.B.12 Comparaison entre les données expérimentales et le
modèle à trois états ouverts de la figure 140
figure 3.C.1 Effets du remplacement de l’ATF par son analogue non
hydrotysable, 1 ‘AMF-PNP sur ‘Cl(Ca) de myocytes
pulmonaires dialysés avec 500 nM [Ca2] libre 143
Figure 3.C.2 Effets d’un inhibiteur de CaMKIL le KAT-93, sur les
courants induits par une dépolarisation enregistrés en
configuration depatch perforé 145
Figure 3.C.3 Inhibition réversible par le KN-93 de 1C,yCa) induit par 500
2+
nM[Ca J des myocytes de VP 147
Figure 3.C.4 Effets du KN-93 sur icl(c de myocytes d ‘AF dialysés avec
2+500 nM[Ca ]hbre 148
Figure 3.C.5 Effets du KN-93 sur IC1(Ca) de myocytes d’AC dialysés avec
2+J du&f[Ca ]1hbre 150
Figure 3.C.6 Effets du KAT-93 sur 1CÏ(Ca) de myocytes d’AC à température
quasi-physiologique 151
Figure 3.C.7 Effets du K7’/-93 sur la courbe d’activation en régime établi
de ‘Ct(Ca) de myocytes d’AP 153
Figure 3.C.8 Effets d’un peptide inhibiteur de CaMKII sur 1C1(Ca) d ‘AF
dialysés avec 500 nM[Ca271 155
Figure 3.C.9 Effets de la dialyse de myocytes d ‘AF avec une forme
constitutivement active de CaMK[I sur 1C1(Ca} d’AP en
présence de 500 nM [Ca2 157
Figure 3.C.1O Immunodétection de CaMKJI et CaN de myocytes
coronaires 159
Figure 3.D.1 Effets de la cyclosporine A, un inhibiteur de CaI’L sur 1CI(Ca)
de myocytes coronaires dialysés avec 350 nM[Ca2]1 162
Figure 3.D.2 Effets de la cyclosporine A sur IC1(Ca) de myocytes
coronaires dialysés avec 500 nM ou 1 jt1f [Ca2] 164
Figure 3.D.3 Effets de la cyclosporine A sur la dépendance au potentiel
O . 2+membrana;re et au Ca de 1CI(Ca) 165
xii
o
Figure 3.D.4 Effets de la cyclosporine A sur les cinétiques d’activation et
de déactivation de IC1(Ca) de myocytes dialysés avec 500 nM
et 1 jtM[Ca2J 167
Figure 3.D.5 Effets d’un peptide inhibiteur hautement sélectif pour la
CaN sur ‘citc 169
Figure 3.D.6 Effets de l’exposition extracellulaire de myocytes à la CsA
sur 1C1(Ca} en présence et en absence de CaN-Af 171
Figure 3.117 Effets de la dialyse de CaN constitutivement active sur
‘Ct(Ca) de myocytes d’AF 173
Figure 3.D.8 Effet isoforme-spécifique de la CaNA sur ICI(Ca) des
myocytes d’artère pulmonaire 174
Figure 3.D.9 Immunobuvardage de CaNAa et ,8 dans le muscle lisse
d’artères pulmonaires 176
Figure 3.D.1O Translocation isoforme-spécifique de la CaNA par
l’augmentation de la /Ca2J1 de cellules musculaires lisses
d’artères pulmonaires 178
CHAPITRE 4: DISCUSSION
Figure 4.A.1 Modèles cinétiques de l’activation de Clc- en fonction du
2+potentiel membranatre et du Ca 185
Figure 4.111 Schéma de la régulation de ICl(C des cellules musculaires




Q Liste des sigles et abréviations
AC Artère coronaire
ADP Adénosine 5’-diphosphate









ARIP Peptide inhibiteur de CaMKII (Autocamtide-2-related
inhibitory peptide)
ARV Augmentation régulatrice du volume
ATf Acide tolfénamique
ATP Adénosine 5’-trisphosphate
B et 32 États cinétiques inhibés 1 et 2
BAPTA « 1 ,2-Bis(2-aminophenoxy)athane-N,N,N’ ,N’ -tetraacetic
acid»
BKa Canal potassique à grande conductance activé par le Ca2
BSA Albumine sérale de boeuf
C État cinétique fermé
2÷Ca Calcium
xiv
[Ca2j Concentration intracellulaire de calcium
Ca(L) Canal calcique de type L
Ca(I) Canal calcique de type T
CaM Calmoduline
CaMKII Calmoduline Kinase II
CaN Calcineurine
CaNA Calcineurine A (sous-unité A de la CaN)
CaNB Calcineurine B (sous-unité B de la CaN)
CaN-AF «Calcineurin autoinhibitory fragment»
CFTR «Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator » (canal)
CF Chlore (ou chlorure dans le cas d’un canal)
CLCA Canal chlorure activé par le calcium (dans une cellule
transfectée)
Cla Canal chlorure activé par le calcium (dans une cellule native)
CLIC Canal CF intracellulaire
Cl01 Canal CF sensible au volume cellulaire
CML Cellule musculaire lisse
CNSC Canaux non-sélectifs aux cations





(E DABCO Diazabicyclol [2.2.2] octane
xv
DCDPC «3,5-dichlorophenylamine-2-carboxilic acid»
DID S «4,4’ -diisothiocyanostilbene-2,2 ‘-disulfonic acid»
DM50 Diméthylsuiphoxide
DMV Dystrophie maculaire vitelliforme
DNDS «4,4’-dinitrostilbene-2,2’-disulfonic acid»
DRV Diminution régulatrice du volume
DTT dithiothréitol
ECa5O Concentration de Ca2 nécessaire à l’activation semi-maximale
E1 Potentiel d’inversion des ions CF
EDHF «Endothelium-derived hyperpolarizing factor»
EGTA «Ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N’ ,N’ -
tetraacetic acid»
Em Potentiel de repos membranaire théorique





GABAR Récepteur au GABA
G1uR Récepteur au glutamate





1C50 Concentration à laquelle est obtenue une inhibition semi
maximale
‘CI(Ca) Courant macroscopique généré par les canaux CICa
IL-2 Interleukine-2
1P3 Inositol 1 ,4,5-trisphosphate




KIR Canal potassique « à rectification entrante»
K,,, Concentration de substrat pour que la vitesse enzymatique soit
équivalente à la moitié de Vmax
KN-93 «N- [2- [N-(4-chlorocinnamyl)-N-methylaminomethyl]phenylj-
N-(2-hydroxyethyl)-4-methoxybenzenesulfonamide»
Kv Canal potassique «dépendant du voltage» ou à «rectification
retardée»
LTP «Long-term potentiation»
ML-7 «1 -(5-iodonaphtalene- 1 -sulfonyl) Ï H-hexahydro- 1,4-
diazepine»
MLCK kinase des chaînes légères de la myosine
Na Ion sodique
NfAI «Nuclear factor for activated T-lymphocyte»
NMDA «N-methyl-D-aspartic acid»




C PBS Solution tampon physiologique
PDZ Type de domaine d’interactions protéiques
PLC Phospholipase C
PE Phényléphrine
PKA Protéine kinase A
PKC Protéine kinase C
PKG Protéine kinase G
PM Potentiel membranaire
PMCA «Plasma membrane Ca2-transporting ATPase» (pompe
calcique membranaire)
PP 1 «Protein phophatase 1»
PP2A «Protein phosphatase 2A»




RyR Récepteur à la Ryanodine
SERCA «Sarco(endo)plasmic reticulum Ca2 ATPase» (pompe Ca2
du réticulum sarco- ou endoplasmique)
SITS «4-acetamido-4 ‘ -isothiocyanostilbene-2,2’ -disulfonic acid»
SNA Sérum normal d’âne
SNC Sérum normal de chèvre
SSP Solution saline physiologique





TriTC «Tetramethyl rhodamine isothiocyanate»
Vo.5 Voltage menant à l’activation semi-maximale
VDAC «Voltage-dependant anion channel»
Vm Potentiel membranaire imposé





À ma belle et tendre Kalinda,
Tu as toujours été là, tant dans les moments pénibles où tu m’as permis de
garder le moral que dans les explosions de bonheur afin de partager ces doux instants
d’extase. Source inépuisable de motivation et exemple de dépassement de soi, tu




Mes remerciements iront tout d’abord à mon directeur de recherche, le Dr
Normand Leblanc. Tout au long de mes études graduées, il a été mon guide et m’a
permis de découvrir le merveilleux monde de la science et de l’électrophysiologie. Sa
grande disponibilité, sa patience, son soutien, sa persévérance, son enthousiasme sans
fin et, bien entendu, son inaltérable passion pour la recherche ont toujours été un
exemple, nourrissant chez moi le désir d’explorer plus à fond et d’approfondir mes
connaissances. Bref, il a fourni un environnement plus que favorable à l’éclosion de
ma passion pour la science. Merci du fond du coeur Normand!
Je remercie également mon codirecteur, le Dr Rémy Sauvé, qui en acceptant
la codirection de mon doctorat, m’a permis de vivre une expérience sans pareil à
University ofNevada, Reno. Merci également pour vos judicieux conseils.
Je voudrais également remercier les gens dotés d’une grande patience qui
m’ont montré les techniques nécessaires à mes travaux de recherche et qui étaient
toujours là, prêts à aider lorsqu’un problème survenait. Merci Marie-Andrée Lupien,
Denis Chartier et Louis R. Villeneuve. Sans vous, mon doctorat et mon séjour à
l’Institut de Cardiologie de Montréal n’auraient pas du tout été les mêmes.
Un merci tout spécial à lain A. Greenwood (St George’s Hospital Medical
School, Londres, Grande-Bretagne), celui qui a su me montrer par sa personnalité et
son incorruptible optimisme que le monde de la science, c’est aussi des gens avec qui
on peut rire et s’éclater. Thank you so much, Tain. Merci également pour les
enrichissantes discussions, scientifiques et autres, et aussi pour avoir réalisé les
expériences sur l’action de CaMKH dans les myocytes d’artère pulmonaire et de la
veine porte.
Le Dr Brain Perrino, de University of Nevada, Reno, nous a procuré les
enzymes constitutivement actives (CaMKII, CaNA x et CaNA f3) et a également
réalisé l’immunobuvardage avec les CaNA Œ et CaNA f3. Merci beaucoup.
L’Institut de Cardiologie de Montréal, fournissant un environnement propice
à la recherche fondamentale et au développement des étudiants gradués, a également
pris une place importante dans mes études. Merci.
xxi
C Merci également aux organismes subventionnaires tels que les Instituts de
Recherche en Santé du Canada et la Faculté des études supérieures nous permettant
de continuer nos recherches et de nous y consacrer pleinement.
Bien entendu, je tiens à remercier profondément ceux qui ont toujours su
m’encourager et me soutenir depuis le tout début. Vous avez toujours été là pour moi
et je vous en serai toujours extrêmement redevable. Les proches sont d’une grande
influence dans le développement d’un individu et je vous dois une partie de ce
doctorat. Merci à mes parents Jacques et Marielle, ma famille, la famille McCraw et
mes amis.
Finalement, je remercie celle qui m’a toujours appuyé. Merci ma douce et
tendre Kalinda d’avoir fait tant de sacrifices afin de me permettre de me réaliser
professionnellement et de m’épanouir intellectuellement. Merci d’être ce que tu es,
une conjointe merveilleuse et attentionnée. Je te serai éternellement reconnaissant.
o
Vo Table des matières
Abstract - iii
Liste des tableaux viii
Liste des figures ix
Liste des sigles et abréviations iii






Les canaux chlorures 14
Biologie moléculaire
A. 1 Canaux intracellulaires (CLIC)
A.2 Canaux associés à un récepteur
A.3 « Cystic fibrosis transmembrane regulator » (CfTR)
A.4 Canaux CF voltage-dépendants (CÏC)
A.5 Canaux CF activés par le calcium (CLCA)
Bestrophines
Canaux CF endogènes
Canaux CF sensibles au volume (Cl0i)
Canaux CF activés par le calcium (Cla) endogènes
C’a2, calmodidine et enzymes

































Première partie: Les canatt.r chlorures 14
Section A Biologie moléculaire 14
Section B Canaux C1 endogènes 42
Deuxième partie: Ca2, caïmodutine et enzymes 67
Section C Kinase dépendante de la calmoduline (CaMKII) 68
Section D Calcineurine 77
Section E: Justification et objectifs $7
CHAPITRE 1: INTRODUCTION______________________________________ 4
C,
Généralités
Le tonus vasculaire a pour fonction d’assurer l’apport variable mais essentiel
en oxygène, nutriments, hormones, etc. aux différents tissus et viscères via les
vaisseaux sanguins en réponse à leurs besoins spécifiques et respectifs. De par son
importance vitale, le tonus vasculaire est contrôlé de façon très serrée par une
panoplie de substances libérées localement (facteurs dérivés de l’endothélium,
neurotransmetteurs) ou provenant de la circulation (hormones) et par des mécanismes
locaux impliquant une réactivité des cellules musculaires lisses elles-mêmes, tel le
tonus myogénique au niveau des artérioles et artères de résistance. Le tonus
rnyogénique se définit comme étant un mécanisme local de régulation minutieuse du
niveau de contraction des cellules musculaires lisses (CML) vasculaires en réponse à
un changement de pression transmurale. Le rôle physiologique de ce mécanisme est
de conserver un flot sanguin constant aux organes (pour références, voir (Davis &
Hill, 1999;Komaru et aÏ., 2000)). Les myocytes vasculaires réagissent donc eux-
mêmes à l’augmentation de la pression hydrostatique en se contractant
indépendamment d’une influence hormonale, neuronale ou même de l’endothélium
(figure 1.1) (Davis & Hill, 1999). Les mécanismes impliqués dans le tonus
myogénique ne sont pas encore clairs mais il semble, entre autres, que des canaux
anioniques soient impliqués (Nelson et al., 1990;Remillard et al., 2000).
En pitis de cette autorégulation, l’état de contractilité des CML vasculaires est
fortement influencé de façon locale (endothélium) et systémique (hormones,
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Figure 1.1 Courbe d’autorégulation
Relation pression de perfusion et flot sanguin du lit vasculaire squelettique de chien. Les
cercles noirs représentent le flot mesuré immédiatement après le changement brusque de
pression de perfusion alors que les cercles blancs représentent le flot en régime établi à la
nouvelle pression. Tirée de (Berne & Leiy, 1997)
cytokines et peptides vasoactifs). De fait, l’endothélium joue un rôle majeur dans la
régulation locale de la contraction des CML vasculaires de par la libération d’agents
vasodilatateurs tels que l’oxyde nitrique (NO) et les prostaglandines (e.g. PGI2)
(Faraci & Heistad, 1998), l’EDHF (Endothelium-Derived Hyperpolarizing Factor)
(Feletou & Vanhoutte, 2000) ainsi que la formation d’AngII qui provoque la
contraction (Touyz & Schiffrmn, 2000). D’autre part, la libération d’hormones
(histamine, endothéline) ou de neurotransmetteurs (noradrénaline, sérotonine) est
également un processus important de contrôle du tonus vasculaire (Kedzierski &
Yanagisawa, 2001;Ortega & de Artinano, 1997;Miyauchi & Masaki,
1999;MacCarthy et aï., 2001;Komaru et al., 2000).
o









La contraction musculaire lisse
Tel que mentionné précédemment, le tonus vasculaire est tributaire de l’état
de contractilité des CML qui tapissent la paroi des vaisseaux sanguins. Cet état de
contractilité du myocyte vasculaire dépend essentiellement du niveau de calcium
cytoplasmique ou intracellulaire ([Ca2j) tout comme pour les muscles squelettique






Figure 1.2 Mécanismes d’augmentation du calcium cvtoplasmique des
cellules musculaires lisses
1P3: Inositol trisphosphate; Rc: Récepteur; PLC: Phospholipase C; G: Protéine G;
RyR: Récepteurs sensibles à la Ryanodine; IP3R: Récepteurs à 1’1P3; CNSC: Canaux
non-sélectifs aux cations; Clca: Canaux C[ activés par le Ca2. Modifée de: (Ledoux et
al., 2003)









Figure 1.3 Couplage excitation-contraction dans le mitscÏe tisse
vasculaire
lCa2I :Concentration intracellulaire en Ca2; BKc,,: Canaux potassiques à grande
conductance activés par le Ca2; CICa Canaux CC activés par le Ca; MLCK: Protéine
kinase des chaînes légères de la myosine. Adapté de: (Jaggar et al., 2000, Nelson &
Quayte, 1995)
principal ligand calcique impliqué dans la contraction est la calmoduline (CaM) et
non la troponine (Stuli et al., 1996;Allen & Walsh, 1994). La contraction musculaire
2+lisse decoulant generalement d une augmentation de [Ca j, la majorite des stimuli
régulant l’état dc contractilité des CML impliquent des mécanismes modifiant le
niveau de calcium intracellulaire (figure 1.2). La libération du Ca2 contenu dans le
RS via les récepteurs à l’1P3 (IP3R) ou les récepteurs à la ryanodine (RyR) initie le
processus de contraction. De plus, l’ouverture de canaux ioniques se trouvant à la
membrane plasmique permet l’entrée massive d’ions Ca2 venant du milieu
extracellulaire, résultant ainsi en une contraction du myocyte. Le contrôle dc
l’ouverture de ces canaux est par conséquent un enjeu majeur dans la régulation de la
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contraction musculaire. D’ailleurs, étant donné la grande sensibilité au potentiel
membranaire (PM) des canaux calciques voltage-dépendants, une légère modification
du PM peut être suffisante pour provoquer ou empêcher la contraction. D’importants
systèmes de régulation (rétroactions positive et négative) du PM sont présents dans le
muscle lisse tel qu’illustré à la figure 1.3 et démontrent l’importance du PM dans le
couplage excitation-contraction des myocytes vasculaires. D’autre part, l’extrusion
du Ca2 contenu dans le cytoplasme est également très important dans l’homéostasie
calcique. Afin de réduire la [Ca2j et de permettre la relaxation du myocyte,
l’échangeur Na/Ca2 et une pompe Ca2 ATPase (PMCA) se trouvant à la membrane
2+ •. 2+plasmique evacuent le Ca vers le milieu extracellulaire. Egalement, une pompe Ca
ATPase (SERCA) permet d’accumuler le Ca2 dans le RS tout en diminuant la
quantité de Ca2 contenue dans le cytoplasme (Strehier & Treiman, 2004;Marin et aï.,
1999;Schuh et al., 2003). D’ailleurs, l’importante quantité de Ca2 contenue dans le
RS résultante de l’action de SERCA permet une libération via les RyR et les LP3R.
Le potentiel membranaire
Conirne pour les autres types de cellules excitables, le PM des CML est la
résultante de la distribution asymétrique des ions de part et d’autre de la membrane
plasmique. Effectivement, l’action de pompes et d’échangeurs ioniques crée une
accumulation de certains ions (Cï et K) à l’intérieur des myocytes alors qu’elle en
expulse d’autres (Ca2 et Na) afin de diminuer leur concentration intracellulaire, ce
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qui a pour effet de provoquer des potentiels d’inversion différents pour chacun des
ions. Le potentiel membranaire résulte de la conductance relative de chacun des ions
à travers la membrane et du gradient électrochimique de ces ions de part et d’autre de
la membrane, qui peut être défini par l’équation de Goldman-Hodgkins-Katz (Hille,
1992).
RT
‘Na[]o + PK[KL, +in
f FNa[Na]i + FK[KJ, + F1[C1]0
où E01: potentiel de repos membranafre; R: constante des gaz parfaits; T : température
absolue en degrés Kelvin; F : constante de Faraday; P, : perméabilité de l’ion X;
[X]: concentration intracellulaire de l’ion X et [X]0: concentration extracellulaire
de l’ion X (HiIle, 1992).
Notons que la valeur obtenue est celle d’un potentiel membranaire basal sans
l’influence de pompes électrogéniques. Le PM basal des myocytes vasculaires oscille
entre —45 et —60 mV in vivo (Nelson et al., 1990;Kuriyama et aÏ., 1995). Il est
intéressant de noter qu’au niveau de l’artère pulmonaire de lapin, Casteels et cou.
(1977) ont rapporté un PM basal de —57 mV (Casteels et al., t977). L’ouverture de
canaux ioniques permet le passage de plusieurs millions d’ions à la seconde avec une
extrême précision quant au type d’ions traversant le canal (Hille, 1992). Ce flot d’ions
s’exprime en un déplacement de charges qui se traduit par une modification du PM.
Par conséquent, l’ouverture et la fermeture de canaux ioniques influencent la
contraction musculaire via leur impact sur le PM et donc sur l’ouverture des canaux
‘1±Ca.
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Les canaux ioniques
La membrane plasmique des CML vasculaires contient des canaux
perméables aux ions Ca2, K, C1 ou encore non sélectifs aux cations (CNSC). On
rapporte également, dans certaines préparations de muscle lisse, des canaux
perméables aux ions Na (Bolton et al., 1999;Deshpande et al., 2002).
2+Deux types de ces canaux voltage-dependants et selectifs aux ions Ca sont
généralement retrouvés au niveau des CML, soit les canaux Ca2 à haut (de type L
pour «long-lasting» ou Ca(L)) et bas (de type T pour «transient» ou Ca(T)) seuils
(références :(McDonald et al., 1994)). Toutefois, seul Ca(L) fut observé dans les
myocytes d’artères coronaires et pulmonaires ainsi que dans la veine porte de lapin
(Cox et al., 1992;Clapp & Gumey, 1991;Matsuda et aï., 1990). Les relations
sigmoïdales de l’activation (d) et de l’inactivation (f) en régime établi des Ca(L) se
superposent pour former une zone de recouvrement appelée «courant de fenêtre»,
qui prédit qu’une dépolarisation dans cette zone pourrait initier un courant calcique
en régime établi (figure 1.4) (McDonald et al., 1994;Fleischmann et al., 1994). Au
niveau des cellules musculaires lisses, cette zone débute autour du seuil d’activation
des Ca(L), soit aux environs de —40 mV, et elle atteint son zénith autour de —20 mV,
ce qui correspond au potentiel d’inversion des ions Cï des CML (Ec1 —24 mV).
Ceci implique qu’une élévation du potentiel membranaire au repos, de —45 mV à —30
mV provoque l’ouverture de canaux calciques et un influx calcique soutenu. En fait,
avec un potentiel membranaire au repos de —45 mV, une simple dépolarisation de 3
2+
mV suffit pour doubler le flot d ions Ca passant a travers les canaux Ca(L)








Figure 1.4 « Courant de fenêtre » catcique en régime établi via Ca(L)
des CML d’artères coronaires de lapin
d: activation en régime établi; f :inactivation en régime établi; région en jaune:
«courant de fenêtre» où à ces potentiels membranafres, les courants calciques de type
L sont ouverts de façon soutenue, et correspond à la rencontre de la courbe d’activation
et d’inactivation de Ca(L) en régime établi. Modifié de (McDonald et al., 1994)
permettant ainsi à une quantité supérieure de Ca2 de pénétrer dans le cytoplasme et
d’induire une contraction (Nelson & Quayle, 1995). La grande sensibilité au voltage
de ce mécanisme démontre l’importance de mieux comprendre les facteurs
responsables de la régulation fine du PM basal des cellules musculaires lisses.
Par ailleurs, la membrane des CML comprend plusieurs types de canaux
perméables aux ions K et dont l’activité permet à la cellule de maintenir un PM en
dehors de la zone fenêtrée des Ca(L) discutée ci-haut. Ils ont donc pour rôle de
diminuer l’état de contractilité cellulaire. Étant donné le potentiel d’inversion très
négatif des ions potassiques ( —85 mV) (pour références :(Nelson & Quayle, 1995)),
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C membrane, tendant à ramener le potentiel membranaire au potentiel d’équilibre du
potassium. En ce qui concerne les myocytes vasculaires, principalement quatre
différents types de ces canaux ont été identifiés (Nelson & Quayle, 1995). Tout
d’abord, les canaux potassiques à grande conductance activés par le Ca2 (BKca) sont
activés par une dépolarisation de la membrane et sont également sensibles à la
[Ca2]. Cette sensibilité au Ca2 est accentuée par une sous-unité f3, ce qui confère
une grande importance à cette sous-unité dans la régulation du tonus vasculaire
(Brenner et aÏ., 2000). On retrouve également des canaux potassiques «dépendants
du voltage» (Kv), également appelés « à rectification retardée » (delayed-rectifier) à
la membrane plasmique des myocytes vasculaires. Un troisième type de canal
potassique présent dans les CML vasculaires est caractérisé par sa sensibilité au ratio
entre l’ATP et I’ADP intracellulaire suggérant ainsi son implication dans ta réponse à
l’état métabolique du myocyte (références (Yokoshiki et al., 1998;Knot et aï.,
1996;Nelson & Quayle, 1995;Cole & Clement-Chomienne, 2003)). Un canal
potassique « à rectification entrante » (KIR) est aussi retrouvé chez les myocytes
vasculaires. Contrairement aux BKa et Kv, KIR est activé par une hyperpolarisation.
Des canaux sélectifs aux ions sodiques (Na), voltage-dépendants et sensibles
à la tétrodotoxine ont également été rapportés dans plusieurs préparations
musculaires lisses (Bolton et aÏ., 1999) incluant les tissus vasculaires (Okabe et aï.,
198$;Cox et aï., 199$;Choby et aï., 2000;Quignard et al., 1997). Également, des
canaux non sélectifs aux cations activés par divers ligands (ATP, noradrénaline,
etc.)(I3enham et al., 19$7;Wang et aï., 1997b;Amedee et aÏ., 1990) ou par l’étirement
C
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(mécanosensitifs) (Hamili & McBride, Jr., 1994) ont été identifiés dans certains lits
vasculaires.
finalement, des canaux permettant le passage d’anions ont été identifiés. Ces
canaux portent l’appellation de canaux chlorures, ce qui est dû au fait que le chlore
est l’anion le plus abondant physiologiquement plutôt qu’en raison d’une sélectivité
supérieure de ces canaux aux ions CF par rapport aux autres anions tels que HC03.
Deux classes de canaux CF ont été caractérisées dans les myocytes vasculaires. Les
canaux sensibles au volume (C10) sont activés par des changements du volume
cellulaire ou de l’osmolarité. D’autre part, le canal faisant l’objet de la présente étude,
soit le canal Cf activé par le [Ca2j (Cla) a également été identifié au niveau des
cellules musculaires lisses. Néanmoins, les canaux CF font maintenant l’objet de
nombreuses études visant à les caractériser et à identifier les gènes codants.
o
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C Première partie: Les canaux chlorures
Des canaux perméables aux anions sont non seulement exprimés dans les
cellules musculaires lisses, mais également de façon ubiquitaire chez les eucaryotes
et sont même présents chez les procaryotes. Ils remplissent diverses fonctions telles
que la régulation du volume et de l’excitabilité cellulaire de même que le contrôle de
ta libération du calcium contenu dans le réticulum sarcoplasmique tel qu’il sera
élaboré dans cette première partie. Plusieurs classes de protéines clonées sont
postulées comme étant des canaux perméables aux anions et feront l’objet de la
présente portion de l’Introduction. finalement, les courants anioniques observés dans
les rnyocytes vasculaires seront traités dans le cadre de courants semblables observés
dans d’autres tissus ainsi qu’en comparaison avec les propriétés des canaux CF
clonés.
Section A : Biologie moléculaire
En raison de l’importance souvent cruciale des canaux CF observés par les
électrophysiologistes, les dernières décennies ont donné lieu à un engouement accru
envers ces protéines afin d’en déterminer l’identité moléculaire. Jusqu’à présent, six
familles génétiques de canaux anioniques ont été identifiées: 1) les canaux CF
intracellulaires (CLIC); 2) les canaux CF associés à un récepteur; 3) le canal «Cystic
Fibrosis Transmembrane Regulator» (CfTR); 4) les canaux CF dépendants du
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voltage (C1C); 5) les canaux CF activés par le Ca2 (CLCA); et tout récemment 6) les
bestrophines.
A.] Canaux intracellulaires (CLIC)
Le mouvement de charges induit par la libération du Ca2 du RS dans le
cytoplasme via les récepteurs à la ryanodine (RyR) et à l’1P3 (IP3R) ou sa recapture
par la Ca2-ATPase implique un changement de potentiel du RS, ce qui aurait pour
effet de freiner le passage d’ions Ca2. Par conséquent, l’existence d’un contre-
courant permettrait le maintien d’un potentiel membranaire neutre au niveau du RS
même durant le mouvement des ions Ca2 (Somlyo et al., 19$1;Dulhunty et aï.,
2001).
Pollock et aï. (199$) ont démontré que certains inhibiteurs des canaux CF
(NPPB et IAA-94) empêchaient la recapture du Ca2 du cytoplasme de cellules
musculaires lisses indépendamment d’un effet direct sur la pompe Ca2-ATPase
(Pollock et aï., 1998). Ceci suggère qu’une conductance anionique aurait
effectivement un effet permissif sur le mouvement des ions Ca2 à travers la
membrane du RS. Plusieurs études ont également rapporté la présence de courants CF
via la fusion de vésicules isolées du RS et du réticulum endoplasmique (RE) dans des
bicouches lipidiques. Des résultats hétérogènes suggèrent cependant qu’il existe
plusieurs types différents de canaux CF dans le RE et le RS (Kourie et aï.,
1996b;Kourie et aï., 1996a;Etiassi et aï., 1997;Clark et aï., 1997;Tanifuji et aï.,
1987;Rousseau et aÏ., 1996). La localisation de ces canaux est le principal facteur
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limitant pour l’étude de ceux-ci. De ce fait, l’identification moléculaire de telles
protéines aiderait grandement la caractérisation de ces canaux et permettrait
l’élaboration d’expériences favorisant leur surexpression ou leur suppression.
Récemment, une famille de protéines, les CLIC (« CF Intraceltutar
Channels »), a été identifiée et est jusqu’à présent composée de sept membres (p64,
CLIC 1 à 5 et parchorin). Il est postulé que ces protéines, caractérisées par une
localisation intracellulaire, forment des pores perméables aux anions
(référence :(Ashley, 2003)).
Tel que l’indique la nomenclature, les différents membres de la famille des
CLIC sont principalement retrouvés au niveau des membranes intracellulaires, soit la
membrane nucléaire, les vésicules, le réticulum endoplasmique et même la
mitochondrie. Toutefois. une localisation à la membrane plasmique a également été
rapportée pour certains CLIC. Notons un cas intéressant, celui de la parchorine. En
effet, lorsque exprimée, la protéine se retrouve dans le cytoplasme mais en réponse à
une stimulation, il y a translocation de la protéine vers la membrane plasmique
(Nishizawa et aï., 2000;Urushidani et al., 1999).
La topologie transmembranaire des différents CLIC n’est cependant pas
encore connue (1 à 2 segments transmembranaires) bien que la configuration ne
présentant qu’un seul passage transmembranaire soit peu probable (Ashley, 2003).
De récents travaux ont révélé la structure cristallographique de CLIC 1 (Harrop et aï.,
2001). Il est alors proposé que CLIC 1 existe sous la forme soluble et peut, suite à un
changement de conformation, s’insérer à la membrane (Warton et al., 2002),
o
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parallèlement à ce qui a été suggéré pour la parchorine (Nishizawa et aï.,
2000;Urushidani et aÏ., 1999).
Peu d’études biophysiques ou pharmacologiques ont été réalisées sur les
différents CLIC. En fait, seuls p64, CLIC1 et CLIC4 ont fait l’objet de travaux
portant sur les propriétés biophysiques et pharmacologiques. Ils présentent tous une
rectification sortante, des conductances unitaires variant entre 22 et 6$ pS et une
sensibilité à certains inhibiteurs classiques des canaux C1 (Edwards et al.,
199$;Valenzuela et aï., 1997;Tulk et al., 2000;Duncan et aÏ., 1997). Valenzuela et al.
(1997) ont de plus rapporté une séquence de perméabilité pour CLIC1 donnée par:
3r CF > f (Valenzuela et aï., 1997). Toutefois, il est à noter que ces propriétés
diffèrent énormément de celles des canaux CF fraîchement isolés du RS ou du RE.
A.2 Canaux associés à un récepteur
L’inhibition synaptique du système nerveux central, principalement par
l’action de deux neurotransmetteurs, la glycine et l’acide y-aminobutirique (GABA),
est en fait la résultante de l’activation de canaux CF associés aux récepteurs à la
glycine (G1yR) et au récepteur GABAergique de type A (GABAAR) (Ashcroft,
2000;Jentsch et aÏ., 2002). Selon le potentiel d’inversion des ions CF des neurones et
contrairement aux cellules musculaires lisses, l’ouverture de ces canaux induit
généralement une hyperpolarisation de la membrane synaptique diminuant ainsi la
propension de la membrane post-synaptique à se dépolariser et rendant plus difficile
son excitation par un neurotransmetteur excitant, d’où l’inhibition synaptique.
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Bien qu’un seul type GIyR ait été identifié, trois types de récepteurs au
GABA sont généralement retrouvés, mais seuls GABAAR et GABAcR génèrent un
courant anionique lorsque activés par le GABA, le GABAcR étant moins sensible au
neurotransmetteur (Jentsch et ai., 2002). Les GlyR et GA3AAR partagent bon
nombre de caractéristiques telles que la structure tertiaire et quaternaire ainsi que
certaines propriétés biophysiques (perméabilité et niveaux multiples de conductance)
et pharmacologiques (activation commune par certains composés).
Tous deux résultent d’un agencement pentamérique où chacune des sous-
unités comporte quatre passages transmembranaires et des segments amino- et
carboxy-terminaux extracellulaires. Alors que la sous-unité Œ des GlyR et GABAAR
est responsable du courant anionique associé à la liaison du neurotransmetteur, les
sous-unités a et f3 sont impliquées dans la liaison du ligand. La sous-unité f3 lie
également la gephyrine et est essentielle au regroupement des récepteurs (TIPS
Supplement, 2001). Notons que pour les GABAAR, il existe plusieurs types de sous-
unités c (6), f3 (3) et Y (3) et que les différentes combinaisons de ces sous-unités
confèrent des propriétés distinctes au canal ainsi formé (Jentsch et aÏ., 2002).
D’un point de vue électrophysiologique, une séquence de perméabilité de 1>
Br> Cl a été rapportée (Jentsch et aÏ., 2002). Des niveaux multiples de conductance
de 10 à 45 pS et de 10 à 90 pS ont été observés pour les GABAAR et les GlyR,
respectivement. Les deux types de canaux sont activés par l’éthanol et par des
anesthésiques volatiles tels que l’isoflurane et l’enflurane. Les GABAAR sont
également la cible de plusieurs composés cliniquement importants comme des
antiépileptiques, anxiolytiques, sédatifs. relaxants musculaires, etc. En fait, tes
C
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barbituriques et les benzodiazépines potentialisent la réponse au GABA plutôt qu’une
activation du canal per se. D’autre part, certains composés tels que la picrotoxine et
la bicuculline induisent des convulsions par l’inhibition du GABAAR alors que la
strychine, poison utilisé depuis des siècles, cause une hyperexcitabilité neuronale, des
spasmes musculaires et des convulsions dues à son action agoniste compétitif sur les
G1yR.
Il est intéressant de noter une expression différentielle des sous-unités des
GlyR dans le développement, suggérant ainsi un rôle différent des GIyR selon le
stade développemental du système nerveux central (Malosio et al., 1991). Une
particularité intéressante du GABAAR dans le développement est l’effet causé par
l’activation du récepteur-canal. Dans les phases précoces du développement,
l’activation de GABAAR induit une dépolarisation dcie à une concentration
intracellulaire élevée en C1 (Ben An et aÏ.. 1997). La concentration intracellulaire en
Cl diminue toutefois lors de la maturation neuronale de sorte que l’activation des
GABAAR induit à maturité une hyperpotarisation de la membrane post-synaptique,
inhibant ainsi la stimulation synaptique par des neurotransmetteurs excitants.
Par le fait que le GABA soit le neurotransmetteur inhibiteur principal du
cerveau, les gènes formant les GABAAR constituent de bons candidats pour expliquer
de nombreuses pathologies neurologiques bien qu’aucune pathologie humaine n’ait
clairement été reliée aux GABAAR jusqu’à présent. Une déficience des GlyR a
toutefois été associée à la maladie de Kok (Shiang et aÏ., 1993), une pathologie qui
est en fait un désordre neurologique autosomique dominant caractérisé par des
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spasmes musculaires tels que des grimaces en réponse à des stimuli inattendus
(« startie disease »).
A. 3 « Cvstic fibrosis Transmembrane Regïtlator » (CfTR)
La mucoviscidose, communément appelée fibrose kystique (fK), est la
pathologie génétique la plus commune chez les caucasiens, avec 3400 Canadiens
actuellement affectés par cette maladie et il est estimé qu’un nouveau-né sur 2500 est
atteint de FK (Fondation Canadienne de la F ibrose Kystique, 2004). Cette pathologie
affecte principalement les poumons et le tube digestif et est associée à une diminution
dc la sécrétion d’ions CF par l’épithélium. En ce qui concerne les poumons, il en
résulte une accumulation de mucus dense, foyer d’inflammation et d’infections
bactériennes (Ashcroft, 2000). Le mucus épais du tube digestif empêche les enzymes
digestives d’atteindre les intestins en obstruant les conduits pancréatiques (Ashcroft,
2000). De plus, une absence congénitale de vas deferens entraîne la stérilité chez les
patients masculins (Fondation Canadienne de la Fibrose Kystique, 2004;Ashcroft,
2000;de Braekeleer & Ferec, 1996;Akabas, 2000).
Chez un individu sain, la sécrétion épithéliale des voies respiratoires et du
tube digestif d’ions CF est principalement effectuée par un canal, CfTR (« ystic
Fibrosis Transmembrane egulator »). Or, chez les gens affectés par la fK, une ou
plusieurs mutations du gène (plus de 800 connues) codant pour ce canal le rendent
inopérant, d’où une sécrétion d’ions CF réduite (Hwang & Sheppard, 1999). Depuis
C
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l’identification en 1989 du gène codant pour CFTR (Riordan et aÏ., 1989), ce membre
de la famille des «ABC (ATP Binding Cassette) transporters» a fait l’objet, étant
donné son importance pathophysiologique, de très nombreuses études et de plusieurs
excellentes revues (Akabas, 2000;Morris, 1999;Csanady & Gadsby, 1999;Hwang &
Sheppard, 1999;Kunzelmann, 1999;Kunzelmann & Schreiber, 1999;Zhang et al.,
2000;Ashcroft, 2000;Nilius & Droogmans, 2003;Jentsch et aï., 2002;Kunzelmann,
2001) et même, d’un supplément complet de Physiological Reviews en 1999
(Quinton, 1999;Sheppard & Welsh, 1999;Gadsby & Naim, 1999;Schultz et aï.,
1999;Schwiebert et aï., 1999;Kopito, 1999;Bradbury, 1999;Grubb & Boucher,
1 999;Pilewski & frizzell, 1999).
D’un point de vue structural, CfTR est constitué de deux domaines
homologues de six segments transmembranaires reliés par un long domaine «R»
(Régulateur) intracellulaire (Riordan et aï., 1989;Akabas, 2000). Chacun des
segments contient un site de liaison pour nucléotide (NBD pour « Nucleotide inding
Domain »). Le domaine R qui contient de nombreuses séquences en consensus pour
une phosphorylation par la protéine kinase A (PKA), C (PKC) et G (PKG) de type II
(Kirk, 2000;Ostedgaard et aï., 2001) a pour rôle d’interagir avec les NBD et de
moduler leur affinité pour l’ATP (Ostedgaard et aï., 2001). De plus, le segment
carboxy-temiinal de chaque moitié de CfTR contient un domaine d’interaction PDZ
(Kunzelmann, 2001;Kirk, 2000). Ce domaine serait responsable de la localisation de
CfTR à la membrane (Raghuram et aÏ., 2001) et pourrait également être impliqué





O La séquence de perméabilité de CfTR aux halogènes est bien documentée : f
> Br> C1> f (Anderson et aï., 1991;Sheppard & Welsh, 1999). La conductance
unitaire d’un canal CfTR est de 10 pS et elle est ohmique en conditions symétriques
de C1. Le courant macroscopique généré par l’ouverture des canaux ne présente
aucune activation en fonction du temps, indiquant que la probabilité d’ouverture est
indépendante du potentiel membranaire (Zhang et aï., 2000). Malheureusement,
aucun inhibiteLir spécifique à CFTR n’a jusqu’à présent été rapporté (voir: (Schultz
et aï., 1999)). Le canal est inhibé par les inhibiteurs classiques des canaux Cl (NPPB,
DIDS, DPC, etc.) et par les sulfonylurés tels que le glibenclamide tIC50 = 12—20 aM)
et le tolbutamide (1C50 = 150 iM) (Hwang & Sheppard, 1999).
Les mécanismes nécessaires à l’activation de CFTR sont particuliers et très
caractéristiques à ce canal. L’activation du canal nécessite deux processus différents
et distincts (voir: (Gadsby & Naim, 1999)). Tout d’abord, des processus de
phosphorylation (par PKC suivi de PKA) sont nécessaires à la susceptibilité du canal
à être activé (Jia et aï., 1997). En fait, la phosphorylation du domaine R relève l’effet
inhibiteur du domaine R sur les deux NBD du canal, ce qui augmente leur affinité
pour l’ATP. La seconde étape implique la liaison et l’hydrolyse de l’ATP. Cette
étape, nettement plus complexe et encore aujourd’hui sujette à débats, nécessite
Ï’interaction fonctionnelle des deux NBD du canal. Essentiellement, il est en général
admis que l’hydrolyse de l’ATP par le NBD1 induit l’ouverture du canal alors que
l’hydrolyse de l’ATP au NBD2 provoque la fermeture du canal (Akabas,





O En plus de son rôle dans la sécrétion épithéliale via sa fonction «canal », de
nombreuses évidences suggèrent l’implication de CFTR dans la régulation d’autres
protéines, échangeurs et canaux ioniques (Kunzelmann & Schreiber,
1999;Schwiebert et aï.. 1999). De fait, une interaction de CfTR avec les canaux Nat
sensibles à l’amiloride (ENaC), les canaux CF à rectification sortante (ORCC),
l’échangeur C17HC03 ainsi que le canal K (ROMK2) a été suggérée (Kunzelmann,
2001;Kunzelmann & Schreiber, 1999;Stutts et aï., 1995;Gabriel et aï.,
1993 ;McNicholas et al., 1996).
Des souris transgéniques, chez lesquelles le gène responsable de CFTR est
inopérant (CfTRj, ne présentent étrangement peu ou pas de symptômes au niveau
des voies respiratoires (Grubb & Boucher, 1999). Par conséquent, une autre
conductance, probablement CF. prend la relève du CFTR déficient dans l’épithélium
des voies respiratoires. Il a été suggéré que ce courant résulte en fait de l’activité d’un
canal CF activé par le calcium intracellulaire (Clarke et aï., 1994;Grubb et aï.,
1994a;Tarran et aï., 2002;Grubb et aï., 1994b). De plus, l’expression de CfTR dans
les oocytes dc Xenopus ïaevis et dans les cellules CPAE induit l’inhibition des
canaux Cla endogènes (Kunzelmann et aï., 1997;Wei et al., 1999;Wei et al., 2001).
Une telle conductance compensatoire (Cla) pourrait être une cible thérapeutique
importante dans la lutte contre la fK.
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A. 4 Canaux CF voltage-dépendants Clç
La grande famille de canaux anioniques sensibles au voltage, les C1C (« Cf
Channels »), compte neuf membres chez les mammifères et plusieurs protéines
analogues aux CIC sont également présentes chez d’autres eucaryotes et dans les
procaryotes. La grande diversité et l’abondante expression des C1C ainsi que les
fonctions physiologiques potentielles expliquent l’important intérêt suscité pour ces
canaux tel qu’en témoigne le grand nombre d’articles de revue (Jentsch et aï.,
2002;Jentsch et aï., 1999;Jentsch & Gunther, 1997;Nilius & Droogmans,
2003;fahlke, 2001;foskett, 1998;Maduke et al., 2000;Uchida, 2000;Waldegger &
Jentsch, 2000a).
Des études exhaustives portant sur ces canaux suggérèrent une structure
particulière pour des canaux ioniques: un dimêre en double-baril (Ludewig et aï.,
1996;Middleton et aï., 1996;Saviane et aï., 1999;Waldegger & Jentsch,
2000b;Weinreich & Jentsch, 2001 ;Mlller & White, 1 984). Dans ce modèle, le canal
serait formé de deux sous-unités formant chacune un pore (ou proto-canal) et
possédant chacune une « gate» (ou porte) intrinsèque et rapide mais qui partageraient
concurremment une «gate» lent commun pour le dimère entier. Contrairement â ce
qui avait précédemment été avancé (Schmidt-Rose & Jentsch, I 997;Jentsch et aï.,
1990;fahlke et al., 1997), la structure tertiaire d’un proto-canal serait composée de
18 hélices Œ assemblées de façon antiparallèle pour former une structure triangulaire
d’une dimension totale d’environ 55 X 100 X 55 À (figure 1.A.4-1) tel que démontré
par cristallographie à haute résolution (jusqu’à 3 À) d’homologues des C1C
originaires de E. Cou (EcCIC) et de S. ryphimurium (StC1C) (Dutzler et al.,
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2002;Dutzler et aï., 2003;Mindell et aï., 2001). Notons que plusieurs des hélices ne
traversent pas la membrane et aucune n’est orientée de façon classique, c’est-à-dire
perpendiculaire à la membrane. Dans cette structure, les pores ne sont pas formés à
l’interface des deux sous-unités, mais chaque sous-unité possède son propre pore et
ces derniers seraient séparés par 25—40À (Dutzler et al., 2002;Mindell et al.,
200l;Weinreich & Jentsch, 2001). Chacun des proto-canaux est formé d’un large
vestibule extra- et intracellulaire et un pore étroit d’une longueur de 15À pouvant






Figure 1.A.4-1 Structure des CÏC
A. Structure dimérique de StCIC du point de vue cytoplasmique (panneau de gauche) et
en coupe transversale, soit vue de l’intérieur de la membrane cytoplasmique (panneau de
droite). Les deux sous-unités sont en rouge et en bleu. Un ion C1 dans le filtre de
sélectivité est représenté par une sphère verte. La ligne (35 Â) et la région jaune indiquent
l’épaisseur approximative de la membrane et l’insertion proposée de la protéine dans la
membrane plasmique. B. Structure d’une sous-unité de StC1C. Le filtre de sélectivité est







G formation d’hétérodimères. D’ailleurs, la co-expression de différentes classes de C1C
mène à un courant C1 qui présente des propriétés différentes (Lorenz et al., 1996) des
courants de structures homologues. Britton et aÏ. (2000) ont à cet égard rapporté une
co-localisation de CIC-2 et C1C-3 dans les myocytes cardiaques (Britton et al., 2000).
La séquence de perméabilité relative de CIC-1 à CÏC-5 est CÏ > Br > 1
(Jentsch et al., 2002;Nilius & Droogmans, 2003). Pour ce qui est de C1C-3, bien
qu’ctne séquence 1 > C1 ait préalablement été rapportée, il semble que cet artéfact
soit dû à une contamination par un courant endogène (Dick et aï., 199$;fahlke et aï.,
1997;Duan et aï., 1997;Li et al., 2000;Jentsch et aÏ., 2002). Les C1C-K1 et C1C-K2
(homologues murins de C1C-Ka et CIC-Kb, respectivement) font bande à part et
présentent une séquence de perméabilité 3f> C1 > 1 et 3f > f> CV, respectivement
(Adachi et aï., 1994;Uchida et al., 1998;Waldegger & Jentsch, 2000b).
De façon générale, la conductance unitaire des C1C est très faible, soit de 1-2
pS pour C1C-1 et de 2-5 et 3 pS pour C1C-2 et C1C-4, respectivement (Weinreich &
Jentsch, 2001;Lorenz et aï., 1996). Le pore d’un proto-canal peut contenir, tout
comme CfTR, plus d’un anion à la fois (Pusch et aï., 1995:fahlke, 2001). Par
ailleurs, le «gating» des C1C a été étudié en se basant sur dc-! et C1C-0 et il
semble que la sensibilité du canal au potentiel membranaire soit due à l’anion
perméable (Puscli, 1996;Pusch et al., 1995). En se basant sur l’étude de la structure
de dc bactérien et par mutagénèse de C1C-0, Dutzler et coïï. (2003) ont récemment
identifié à cet égard un résidu glutamate situé dans le pore dont la chaîne pourrait
jouer un rôle dans l’ouverture et la fermeture du canal tout en expliquant l’effet de
l’anion perméant sur la probabilité d’ouverture du canal (Dutzler et aï., 2003). De
C
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plus, des travaux récents suggèrent que la dépendance au potentiel de C1C-0
provienne de la liaison d’un ion CF (provenant du milieu extracellulaire)
profondément dans le pore du canal à l’état fermé, suite à quoi l’ouverture du pore
survient (Chen & Chen, 2003;Chen et aï., 2003;Accardi & Pusch, 2003). Il est
intéressant de noter toutefois qu’un C1C d’origine procaryote (C1C-ecl, de
Escherichia cou) ne serait pas un canal mais bien un échangeur Cl7H (2 ions CF
pour 1 proton) (Accardi & Miller, 2004;Accardi et aï., 2004). Il est par contre peu
probable que ce soit le cas pour tous les C1C étant donné, entre autres, l’importante
différence de conductance unitaire (C1C-eci 0.1 pS et 1-5 pS pour les autres C1C)
(Gadsby, 2004;Accardi & Miller, 2004).
C1C-1, -2 et -3 demeurent jusqu’à présent les principaux canaux où la
sensibilité aux agents pharmacologiques a été étudiée. Il en ressort que les inhibiteurs
de canaux C1 modifient les C1C avec différentes affinités, mais aucun inhibiteur n’est
vraiment spécifique.
Il existe peu de données sur les effets d’une phosphorylation des dc. En fait,
seuls CIC-1 et C1C-3 sont inhibés par l’activation de la PKC (Rosenbohm et aï.,
1999;Kawasaki et aï., 1994) alors que le cas de C1C-2 n’est pas clair (Jentsch et aï.,
2002). D’autre part, l’acidification du milieu extracellulaire inhibe les C1C-Ka, -4 et -
2+ . . . .5. De plus, le Ca , mediateur de nombreuses fonctions majeures est necessaire a
l’activation de C1C-Ki (extracellulaire) mais inhibe C1C-3 (intracellulaire) (Kawasaki
et aï., 1994;Duan et aÏ., 1999). Notons que l’activation de C1C-Ka et C1C-Kb
nécessite une sous-unité 3 nommée «barttine », une protéine mutée dans une forme
o
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du syndrome de Bartter associée à une surdité congénitale et une défaillance rénale
(Birkenhager et aï., 2001;Estevez et aï., 2001).
L’expression de certains dc est ubiquitaire (figure 1.A.4-2), alors que
d’autres sont restreints au muscle squelettique (CIC-1) ou au rein (CIC-Ka, -Kb et -5)
(Jentsch et al., 2002), suggérant ainsi plusieurs fonctions pour ces protéines. Ainsi,
C1C-1 est essentiel au maintien du potentiel de repos du muscle squelettique,
contribuant pour 70 à 80 % de la conductance membranaire basale d’où la myotonie
résultant d’un CIC-1 inopérant (Koch et aï., 1992;Steinmeyer et aÏ., 1991 ;Jentsch et
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Figure 1.A.4-2 La famille des C1C
Modifié de (]entsch et al., 2002)
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le muscle squelettique, C1C-l inhibe la dépolarisation et stabilise le potentiel
membranaire à un niveau négatif mais contribue également à la dépolarisation durant
un potentiel d’action.
Il a été suggéré que le courant CF sensible au volume cellulaire (C10) soit la
résultante de l’expression de CIC-2 dans certains types cellulaires (Jentsch et al.,
2002) ou de CIC-3 (Wang et aï., 2003;Hermoso et aL, 2002), bien que des
investigations supplémentaires soient nécessaires. D’ ailleurs, des souris modifiées
génétiquement afin de rendre non fonctionnel C1C-2’ ou C1C-3’ présentent tout de
même des courants Cl01. Ces mêmes souris présentent plutôt une dégénérescence
rétinienne et une dégénérescence testiculaire (C1C-2) et/ou de l’hippocampe (C1C-3).
La localisation de ces protéines dans les vésicules synaptiques et les endosomes
suggère plutôt un rôle dans l’acidification des vésicules intracellulaires en fournissant
le court-circuit nécessaire à un fonctionnement adéquat de la pompe à proton (Bosl et
aï., 2001;Stobrawa et al., 2001). Bien qu’il soit possible que des mécanismes
compensatoires puissent contrebalancer la perte de ces protéines pour Cl01,
l’existence de tels mécanismes diminue considérablement l’importance de ces
candidats pour cette fonction.
Bien qu’un rôle pour C1C-2 ait été avancé pour le maintien de l’action
inhibitrice du neurotransmetteur GABA en prévenant d’augmenter la [CF] (puisque
C1C-2 est activé par le [CFj) (Pusch et al., 1999;Staley et al., 1996), la souris C1C-2’
ne présente pas le phénotype attendu (Bosl et aï., 2001).
Le faible nombre de travaux traitant de C1C-4 et C1C-6 rend difficile de
spéculer sur leur rôle si ce n’est que leur localisation subcellulaire est restreinte aux
C
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membranes intracellulaires. Mais une souris C1C-4’ ne présente aucun phénotype
majeur (Rugarli et aÏ., 1995), ce qui suggérerait que C1C-4 n’aurait soit aucun rôle
majeur ou encore pourrait servir de mécanisme compensatoire advenant la perte d’un
autre canal tel que C1C-2, CIC-3 ou même CIC-7. La colocalisation de C1C-6 avec
SERCA2b, la pompe Ca2-ATPase, suggère que le canal est impliqué dans la
dissipation du gradient électrique provoqué par la recapture du Ca2 par le RS (Buyse
etat., 199$).
La pathologie de Dent, caractérisée par une protéinurie, une hypercalciurie et
une hyperphosphaturie, est associée à des mutations de C1C-5 (Fisher et al., 1994).
Tel que démontré avec des souris C1C-5’ (Wang et al., 2000;Piwon et al.,
2000;Luyckx et aÏ., 1999), la présence de CÏC-5 est requise dans les vésicules
cytoplasmiques des cellules du tubule proximal afin de permettre aux pompes à
protons d’acidifier ces vésicules. Un rôle semblable à celui de C1C-5 a été proposé
pour C1C-7 au niveau des ostéoclastes permettant une acidification de la lacuna.
D’ailleurs, l’absence de C1C-7 fonctionnel (C1C-T’) cause une ostéoporose sévère et
une dégénérescence de la rétine (Komak et al., 2001).
Les C1C-Ka et C1C-Kb nécessitent tous deux la présence d’une sous-unité, la
barttine afin d’être actifs. Les souris C1C-KF’ souffrent de diabète insipide
néphrologique alors que le syndrome de Bartter de type III est associé à des
mutations du gène codant pour C1C-Kb (Matsumura et al., 1999;Simon et al., 1997).
o
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O A.5 Canaux C1 activés par le Ca (CLCA)
C’est en 1991 que Ran & Benos ont isolé, à partir de cellules endothéliales de
trachée de bovin, une protéine qu’ils ont nommé CaCC (pour Ca2-activated Ï
Channel) (Ran & Benos, 1991;Ran & Benos, 1992;Cunningham et aï., 1995). Cette
protéine, lorsque exprimée de façon hétérologue et insérée dans une bicouche
lipidique, génère un courant anionique suite à une exposition à de fortes [Ca2]1 (2
mM) et/ou suivant une phosphorylation par la protéine kinase dépendante de la
calmoduline II (CaMKII) (Cunningham et aÏ., 1995). Le nom provisoire de la
protéine vient donc de la nécessité pour le canal d’être phosphorylé par la CaMKII
afin de générer un courant et du fait que cette enzyme, tout comme le canal lui-
même, requiert une augmentation de la [Ca21i pour son activation (Cunningham et
aÏ., 1995). La découverte subséquente d’autres protéines analogues à CaCC qui
forment maintenant la famille des CLCA (Fuller & Benos, 2000a;Fuller & Benos,
2000b;Fuller et aï., 2001;Fuller & Benos, 2002;Pauli et aï., 2000;Pauli et al.,
2002;Gruber et aï., 2002;Ho & Shears, 2002;Kidd & Thom, 2000) a mené à
l’implantation d’une nouvelle nomenclature (tableau I .A.5-1) où CaCC devint
bCLCA1 (Gruber et al., 2002). Notons une distinction entre CLCA et Cla. Alors que
CLCA exprime une famille de protéines homologues formant pour la plupart un
canal anionique, Clca représente plutôt les canaux qui génèrent le courant CF activé
par le Ca2 des cellules natives. Jusqu’à présent, différents membres de la famille des
CLCA ont été identifiés chez le bovin (2), la souris (4), l’humain (4), le lapin (1) et le
porc (1) (Sakai et aï., 2001;Fuller & Benos, 2000b;Loewen et al.,
2002b;Cunningham et al., 1995;Elble et aï., 1997;Gandhi et al., 1998;Romio et al.,
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1999;Lee et aï., 1999;Komiya et aï., 1999;Elble et aï., 2002;Gruber et al.,
199$a;Agnel et aï., 1999;Gruber & Pauli, 1999a;Gaspar et al., 2000). L’absence de
séquence s’apparentant aux CLCA dans le génome de la levure suggère que cette
famille n’est apparue qu’avec les métazoaires (Agnet et al., 1999).
Les gènes CLCA codent, à l’exception de hCLCA3, pour une protéine
d’environ 900 à 945 acides aminés d’un poids moléculaire de 120-130 kDa
(Cunningham et aï., 1995;Gruber et al., 1998a;Cuppoletti & Malinowska,
1999;Gruber et aï., 1999;Elble et al., 1997). Par contre, comme c’est le cas pour la
sous-unité ctc de Ca(L) de neurones et de myocytes cardiaques (Gerhardstein et aï.,
2000;Hell et al., 1996) et pour certaines sous-unités des canaux sodiques épithéliaux
(ENaC) (Jovov et aï., 2002;Hughey et al., 2003), des processus post-transcriptionnels
Tableau 1.A.5-1 Nomenclature des CLCA
Nom original Nom de la famille des CLCA Références
CaCC bCLCAI (Cunningham et aï.,
1995)
Lu-ECAM-l bCLCA2 (Elble et al., 1997)
mCaCC mCLCA1 (Gandhi et al., 1998)
(Romio et al., 1999)
mCLCA2 mCLCA2 (Lee et aÏ., 1999)
Gob-5 mCLCA3 (Komiya et al., 1999)
hCLCAI, hCLCAY (Gruber et aï., 1998a)
hCaCC- I (Agnel et al., 1999)
hCLCA2, hCLCA2 (Gruber et al., 1999)
hCaCC-3 (Agnel et al., 1999)
hCLCA3 hCLCA3 (Gruber et ai., 1999)
hCaCC-2 hCLCA4 (Agnel et aï., 1999)
pCLCAI pCLCA1 (Gaspar et aï., 2000)
o Modifié de. (‘Gruber et al., 2002)
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C clivent les précurseurs peptidiques en fragments, dans le cas de CLCA, de 90 et de
32/3 8 kDa (Cunningham et al., 1995;Gruber et al., 1998a;Cuppoletti & Malinowska,
1999;Gruber et al., 1999;ElbIe et aÏ., 1997). Il a été proposé, malgré l’absence de
données définitives, que les fragments s’associent afin de former le canal (Gruber et
aÏ., 2002). Toutefois, des études supplémentaires sont nécessaires afin de déterminer
si cette protéolyse est essentielle à l’activité de CLCA ou si elle potentialise ou inhibe
l’activité du canal comme c’est le cas pour ENaC ou l’aic, respectivement.
(Gerhardstein et aï., 2000;Hell et aï., 1996;Jovov et aï., 2002;Hughey et aÏ., 2003)
Aucune donnée sur la structure cristallographique n’étant encore disponible
pour un CLCA, la topologie membranaire de ces protéines repose sur l’étude de
L’index d’hydrophobicité des acides aminés (analyse Kyte & Doolittie) ainsi que sur
des études de mutagénèse dirigée. Or, à l’instar des dc, les résultats de telles
analyses peuvent s’avérer inexacts. Quoiqu’il en soit, il est généralement accepté que
les CLCA possèdent quatre domaines transmembranaires et que les sections amino
et carboxy-terminales sont extracellulaires (Gruber et aï., 1998a;fuller & Benos,
2000a;fuller et aï., 2001) à l’exception de hCLCA2 (cinq passages
transmembranaires (Gruber et al., 1999)). D’autre part, hCLCA3 et bCLCA2 ne
présenteraient qu’un seul passage transmembranaire (Gruber & Pauli, 1999a;Gruber
et al., 2002). Une suite de cinq résidus cystéines dans la section N-terminale est
retrouvée dans tous les CLCA à l’exception, encore une fois, de hCLCA2. Le rôle
des résidus cystéines n’est pas encore très clair (Gruber et aÏ., 2002). Il est suggéré
qu’un tel segment pourrait, via des ponts disulfures, être impliqué dans la
coordination de La structure et la stabiLité d’un complexe multimérique. Ceci pourrait
C
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C également expliquer la sensibilité caractéristique des CLCA au dithiothreitol (DTT),
un agent réducteur (Gruber et al., 2002). De plus, de nombreux sites de N
glycosylation ont été rapportés.
Une séquence consensus pour la phosphorylation d’un résidu sérine et
thréonine par CaMKII et PKC est présente dans la seconde boucle intracellulaire de
bCLCA1, bCLCA2, mCLCAY, mCLCA2 et mCLCA4 (Cunningham et al.,
1995;Elble et al., 2002;Elble et aï., 1997;Gandhi et al., 199$;Fuller & Benos,
2000a;Gruber et aï., 2002;Lee et al., 1999). Par contre, seul bCLCA1 semble être
activé par CaMKII et PKC (Cunningham et aï., 1995;Ji et aÏ., 1998). Le résidu
sérine, qui peut de plus être potentiellement phosphorylé par PKA, est également
conservé chez mCLCA3 bien qu’aucun effet de l’AMPc n’ait été rapporté (Komiya et
aÏ., 1999). En ce qui concerne pCLCA1, bien que Loewen et aÏ. (2002) ne rapportent
aucun effet de l’activation de PKA, PKC ou de l’inhibition de CaMKII (Loewen et
al., 2002b), Gaspar et colï. (2000) rapportent une stimulation par PKA (Gaspar et aï.,
2000). Par contre, les homologues humains ne possèdent aucune de ces séquences
consensus.
Le tableau I.A.5-2 résume tes données pubLiées jusqu’à maintenant sur la
localisation des différents membres de la famille des CLCA. Notons toutefois que de
façon générale (i.e. à l’exception de hCLCA4 et mCLCA4), les CLCA sont exprimés
seulement dans les tissus épithéliaux et sécrétoires ainsi que dans l’endothélium
vasculaire (Gruber et aï., 1998b). L’expression de mCLCA4 semble être restreinte
au muscle lisse (Elble et aÏ., 2002).
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De nombreuses études laissent entrevoir que les CLCA seraient impliqués
dans plusieurs pathologies reliées à des sécrétions épithéliales dysfonctionnelles
telles que la mucoviscidose (Fuller & Benos, 2000a) et l’asthme (Nakanishi et aï.,
200 l;Zhou et aï., 2001). De plus, des évidences confirment l’implication de certains
CLCA dans la formation de métastases en tant que récepteur d’adhésion de cellules
cancéreuses à la surface des cellules endothéliales (Abdel-Ghany et al., 2002;Elble et
aï., 1997;Abdel-Ghany et aï., 2001;Pauli et al., 2002;Gruber & Pauli, 1999b;Lee et
al., 1999;Gotttieb et aï., 1995;Szabo et aï., 199$;Konopitzky et al., 2002). Étant
donné les propriétés pro-apoptotiques de mCLCAI et mCLCA2 suggérées par Elble
& Pauli (2001) et une expression différentielle de ces protéines selon le stade du
développement foetal murin, un rôle dans le développement a été postulé (Elble &
Pauli, 2001;Lcverkoehne et aÏ., 2002). Également, puisque hCLCA2 est présent dans
l’épithélium de la cornée, Itoh et cou. (2000) suggèrent un rôle important dans le
maintien de la transparence cornéenne sans toutefois fournir d’évidences (Itoh et aï.,
2000).
Il est plutôt surprenant de constater le peu d’études biophysiques ou de
caractérisations électrophysiologiques réalisées sur les divers CLCA compte tenu
qu’ils seraient potentiellement à l’origine des courants CICa (ICI(Ca)) des cellules
natives et de leurs rôles dans de nombreuses fonctions cellulaires. Quoiqu’il en soit,
bCLCA1 est le mieux caractérisé de tous. Avec une conductance unitaire de 25 pS
(Cunningham et aï., 1995), les courants enregistrés ne présentent pas de rectification
lorsque évalués en conditions de Cl symétriques. Par contre, hCLCAI, hCLCA2 et
mCLCAI présentent tous trois une faible rectification sortante (Gruber et aï.,
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1998a;Gruber et aÏ., 1999). De plus, une conductance unitaire inférieure à celle de
bCLCA1 (13 pS) a été rapportée pour hCLCA1 (Gruber et aï., 1998a).
Contrairement a ‘Ct(Ca), les courants générés par l’expression des CLCA ne
présentent pas ou très peu de cinétiques d’activation ou de déactivation,
communément appelées «courants de queue» (« tail currents »), que l’on retrouve
dans Cla, même à des potentiels membranaires très élevés. Cette différence notoire
pourrait être, selon Fuller & Benos (2002), due au fait que les concentrations en Ca2
utilisées pour enregistrer les courants CLCA sont très élevées ({Ca2j = 5-10 iM ou
2 mM) puisque ICI(Ca) des cellules acinaires lacrymales présentent les même
cinétiques lorsque exposées à 2 mM [Ca2 ] (Evans & Marty, I 986;fuller & Benos,
2002). Greenwood et col?. (2002) ont par ailleurs exprimé mCLCAI dans des ceÏÏules
HEK293 et enregistré des courants très faibles, si courant il y a, â des [Ca2] de 500
nM (Greenwood et aï., 2002b). Ces courants ne présentaient aucune cinétique
d’activation ni de courants de queue. Par contre, lorsque mCLCA1 est co-exprimé
avec la sous-unité f3 des canaux BKa, les courants anioniques présentent, dans près
de 30% des cas, des cinétiques d’activation et de déactivation (Greenwood et aï.,
2002b). Une étude intéressante de Ji et aÏ. (1998) a démontré que la délétion des
segments amino- et carboxy-terminaux de bCLCA1 induit une légère cinétique
d’activation tout en ne modifiant aucunement l’amplitude du courant, la conductance
ou la pharmacologie du canal (Ji et al., 1998). Seul pCLCAI présente des cinétiques
d’activation (Loewen et al., 2002b).
Les courants C1 enregistrés suite à une transfection hétérologue d’un CLCA








C l’ionomycine, et une forte [Ca2] ( 2 mM). Jusqu’à présent, aucune étude n’a été
réalisée ayant pour but d’établir une courbe dose-réponse d’un CLCA pour la [Ca2j.
Contrairement à ce qui avait été précédemment rapporté (Cunningham et aÏ., 1995),
la phosphorylation par CaMKII ne semble pas nécessaire à l’activation de bCLCA1
(Ho et aÏ., 2001). En fait, selon fuÏÏer & Benos (2002), la phosphoiylation par
CaMKII ne ferait qu’abaisser l’EC50 pour le Ca2 (fuller & Benos, 2002).
Les CLCA possèdent une pharmacologie distincte des autres canaux CL Le
premier membre à être identifié, bCLCA1, est insensible à l’acide niflumique (ANf)
(Cunningham et aÏ., 1995), pourtant le plus puissant inhibiteur de ‘Cl(Ca), ce qui n’est
toutefois pas le cas de tous les CLCA (tableau 1 .A.5-3). Par contre, pratiquement tous
les CLCA sont inhibés par le DTT. Cette sensibilité à l’agent réducteur est attribuée à
un regroupement de résidus cystéines à la portion extracellulaire amino-terminate et
pourrait être reliée à la structure quaternaire de la protéine. Une liste des effets
d’autres inhibiteurs classiques des canaux CF est présentée au tableau 1.A.5-3.
Notons que le DIDS inhibe pratiquement tous les courants générés par l’expression
des CLCA. Un cas intéressant est celui du D-myo-inositol 3,4,5.6 tetrakisphosphate
(Ins(3, 4, 5, 6)-P4). Métabolite physiologique de l’1P3, cet inhibiteur pourrait avoir un
rôle dans la régulation de l’activité des CLCA (rétroaction négative) (Ho & Shears,
2002;Isrnailov et aï., 1996;Ho et aï., 2001). De plus, l’action du métabolite sur













































































































































































































































































































































































































































































































































La dystrophie maculaire vitelliforme (DMV) ou pathologie de Best est une
dégénérescence de la macula caractérisée par une accumulation dc lipofuscine sous
l’épithélium pigmentaire rétinien (EPR) (Sun et aï., 2002;Bakall et al., 1999). Cette
altération héréditaire de la vision est associée à des mutations (plus de 80) (BakaIl et
al., 2003) du gène codant pour la bestrophine pour lequel on retrouve plusieurs
homologues de l’insecte à l’humain (Qu et aï., 2003;Bakall et al., 2003;Tsunenari et
aï., 2003;Sun et aï., 2002;Stohr et aÏ., 2002). La topologie de cette protéine de 585
acides aminés (6$ kDa) fait l’objet de spéculations divergentes avec 4, 5 ou 6
segments transmembranaires et un long domaine carboxy-terminal intra- ou
extracellulaire (Qu et aï., 2003;Tsunenari et al., 2003;Sun et al., 2002;White et aï.,
2000). La bestrophine est exprimée à la membrane basolatérale des EPR
(Marmorstein et aï., 2000;Bakall et al., 2003) mais également à la membrane
plasmique des oocytes (Qu et aL, 2003).
Une étude de Sun et aï. (2002) a rapporté l’expression hétérologue de
plusieurs bestrophines. Ces données ont permis d’obtenir des informations
supplémentaires sur la fonction de cette protéine dans la DMV (Sun et aï., 2002).
Selon les auteurs de l’étude, plusieurs sous-unités (quatre ou cinq) s’associent pour
former des canaux CF sensibles à la [Ca2j et la mutation d’une sous-unité serait
suffisante pour rendre le canal inopérant, ce qui expliquerait la dominance négative
de la pathologie (Sun et aÏ., 2002). Quoiqu’il en soit, les bestrophines peuvent
s’associer pour former des homomultimères ou des hétéromultimères (Sun et aï.,
C
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C 2002). Avec un Kd pour le Ca2 de 210 nM, xBest (chez Xenopus) est le premier
canal CF à être activé par des {Ca211 physiologiques. Bien que cette sensibilité ne
corresponde pas exactement à celle des canaux natifs, elle est plus que près que celle
des CLCA.
Alors que la séquence de perméabilité des bestrophines est ï > Br > CF et
qct’elles ne présentent pratiquement aucune cinétique d’activation ou de déactivation
(Sun et aï., 2002;Qu et aï., 2003), les différents homologues semblent avoir des
relations courant-voltage (IV) très distinctes (Sun et aï., 2002;Tsunenari et aï., 2003).
Le courant généré par l’expression de hBestl (chez l’humain) est sensible au DIDS,
un inhibiteur classique des canaux CF et ce, de façon réversible (Sun et aï., 2002).
De plus, la perte irréversible du courant (« rundown ») est observée lorsque la
technique de patch clamp en configuration « cellule entière » est utilisée (Sun et al.,
2002). Ceci suggère qu’un élément essentiel à l’activité de ces canaux, la
phosphoiylation du canal ou d’une protéine régulatrice telle qu’une kinase par
exemple, est perdu lors de la dialyse de la cellule. D’ailleurs, pBest (chez le porc) a
été isolé à l’état phosphorylé et est colocalisé avec la protéine sérine/thréonine
phosphatase PP2A qui, par ailleurs, est impliquée dans la déphosphorylation du canal
(Marmorstein et al., 2002). Dc multiples séquences consensus pour la
phosphorylation par la PKA, «Caseine Kinase» et PKC ont été identifiées chez
xBest (Qu et al., 2003).
o





Section B: Canaux Cl- endogènes
La concentration intracellulaire des ions CF des CML est nettement
supérieure à celte prédite pour une distribution passive des ions de part et d’autre de
la membrane plasmique, contrairement au muscle squelettique où le CF est
généralement considéré comme étant à l’équilibre au PM (Chipperfleld & Harper,
2000). Ce gradient dans le muscle lisse provient de l’action d’échangeurs à la
membrane. Ceci a pour effet de créer un gradient chimique et donc un potentiel
d’inversion des ions CF (Ec1) plus positif ( —20 à —30 mV) (Aickin & Brading,
1982;Chipperfield & Harper, 2000) que le potentiel membranaire basal (entre —45 et
—60 mV) (Nelson et aï., 1990;Kuriyama et aÏ., 1995). Par conséquent, l’ouverture de
canaux perméables aux Ci causera une dépolarisation tendant vers Ei. Puisque
l’ouverture des canaux Ca(L) impliqués dans la contraction dépend du PM, les canaux
CF peuvent potentiellement induire la contraction des CML.
Deux principaux types de courants CF ont été observés dans les CML
vasculaires, soit le courant CF sensible aux changements du volume cellulaire (Cl01)
et le courant CF activé par le Ca2 (ICI(Ca)). L’identité moléculaire des canaux qui
génèrent ces courants n’est malheureusement pas encore définie. Plusieurs candidats
sont en liste, mais jusqu’à présent, aucun de ceux-ci ne s’est avéré correspondre
suffisamment au phénotype observé dans les cellules natives. Les courants endogènes
observés seront donc traités en relation avec les différents candidats proposés.
o
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o
3.1 Canaux C1 sensibles au volume ci1
Le maintien de l’équilibre homéostatique et, par conséquent, du volume
cellulaire est une fonction vitale pour tous les types de cellules. Les cellules animales
ne possèdent pas de parois rigides et doivent donc recourir à divers mécanismes afin
de maintenir un volume cellulaire relativement stable. Ces mécanismes sont les
mécanismes de diminution régulatrice du volume (DRV) et d’augmentation
régulatrice du volume (ARV) cellulaire (Furst et aï., 2002;Nilius & Droogmans,
2003 ;Jentsch et al., 2002). Le DRV permet à la cellule de pallier à une augmentation
ou une diminution de volume provoquée par des changements d’osmolarité
extracellulaire/intracellulaire. Le DRV se traduit par une diminution de la
concentration intracellulaire d’ions K et C1 afin de maintenir l’électroneutralité du
système. L’efflux de molécules d’eau ainsi induit permet le retour au volume
cellulaire basal. L’identité de la protéine ou des protéines responsables d’un tel efflux
d’ions Cl reste à confirmer. Puisque Cl01 des CML s’apparente fortement aux Cl0i
d’autres types cellulaires, cette section traitera des Cl01 en général.
B.1.1 Propriétés de Cl1
Bien que le stimulus majeur pour L’activation de Cl01 soit l’augmentation du
volume cellulaire, le courant peut également être généré suite à l’étirement de la
















C (Dick et al., 1998;Furst et aï., 2002;Nilius et aï., 1998;Voets et aï., 1999;Zhang &
Jacob, 1997). Il a été démontré qu’une phosphorylation par la PKC inhibe C101 dans
certains types cellulaires (Furst et aï., 2002;Duan et aï., 1997;Duan et al., 1999;Duan
et al., 2001;Coca-Prados et al., 1996). D’ailleurs, Duan et aï. (1999) ont suggéré que
l’augmentation du volume de la cellule diminue la phosphorylation du canal par la
dilution ou la redistribution cellulaire de l’enzyme, ce qui préviendrait l’inhibition
constante de Cl0 à l’état basal (Duan et aï., 1999). Dans d’autres types cellulaires
par contre, une phosphorylation par la PKC ou une tyrosine kinase peut activer Cl01
(furst et al., 2002). Notons que la présence d’ATP est nécessaire à l’activation de
Cl01, sans pour autant que FATP soit hydrolysé (Nilius & Droogmans, 2003;Jackson
et aï., 1994). La dépendance de Cl01 pour le [Ca2j demeure encore obscure, certains
rapportant qu’une augmentation du [Ca2J soit nécessaire à Cl0i alors que d’autres
prétendent le contraire (Jentsch et al., 2002;furst et aï., 2002). D’autre part, il est
bien évident que le cytosquelette est un important modulateur de l’activité de C101 ce
qui expliquerait ainsi l’activation ducourantparPétiremenLdela celtule(Nilius
Droogmans, 2003).
Les courants enregistrés suite à l’activation de Cl01 présentent généralement
une conductance unitaire de 20 à 40 pS (furst et aï., 2002;Strange et aÏ., 1996). Mis à
part la sensibilité au volume, Cl01 est caractérisé par des cinétiques particulières
d’activation et d’inactivation dépendantes du potentiel membranaire (figure 1.B.1-l)
(Strange et aÏ., 1996). Tout comme pour les dc. il semble que la dépendance au
voltage de Cl01 soit affectée par la nature de l’anion perméant ainsi que par les
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Figure 1.B.1-1 Tracé représentatifde Ct,,01
Courant activé par le volume enregistré dans une cellule fibroblastique NIH 3T3 exposée à
un milieu hypotonique. Avec un potentiel de maintien à O mV, le fibroblaste fut soumis à
une série de potentiels entre —120 et +100 mV par sauts de t20 mV. Notons l’inactivation
relativement lente du courant à +100 mV. Tiré de (furst et aL. 2002)
2002;Nilius & Droogmans, 2003;Voets et aÏ., 1997). D’ailleurs, la séquence de
perméabilité rapportée pour Cl0t est SCN > F > N03 > Br > CF > f (Nilius &
Droogmans, 2003;Furst et al., 2002).
Du point de vue pharmacologique, malgré une sensibilité au DIDS, SITS, A-
9-C et au NPPB de l’ordre du micromolaire (Nilius & Droogmans, 2003;furst et aï.,
2002;Nilius, 2001), l’absence d’inhibiteurs spécifiques pour Cl0ï est marquante (voir
Tableau 3 de (Furst et aï., 2002)) sans compter que 1’ANF ne semble avoir aucun
effet sur Cl01 dans la plupart des préparations (Hoffmann, 2000;Greenwood &
Large, 199$). Notons toutefois que le tamoxifène, un anti-estrogène, est l’agent
o





3.1.2 Candidats moléculaires possibles pour Cl
Les candidats déchus : Plusieurs protéines ont été suggérées comme
représentants moléculaires de CL0i telles que la P-glycoprotéine, pIk1,
phosphblemman, AE1 (« AnionExchanger 1») et VDAC (« Voitage-Dependent
Anion Channel »), mais ces protéines n’ont pas résisté aux nombreuses études
exhaustives sur Cl0i (Valverde et aï., 1992;Morin et aï., 1995;Rasola et aï.,
1994;Vanoye et aï., 1997;De Greef et aï., 1995b;De Greef et aï., 1995a;Paulmichl et
al., 1992;Musch et al., 1998;Schwartz et aï., 1997;Tao et aï., 199$;furst et aï., 2002).
Toutefois, tant pour la P-glycoprotéine que pour P1CIn, il est fort possible que ces
protéines soient des protéines régulatrices de Cli sans pour autant encoder pour une
protéine-canal (Strange et aï., 1996;Clapham, 1998).
CIC-2: C’est en 1992 que Grunder et coït. (1992) ont démontré que ce
membre de la famille des C1C pouvait être activé par le gonflement cellulaire
(Grunder et aï., 1992), ce qui fut confirmé par expression hétérologue (Furukawa et
aï., 199$;Xiong et aï., 1999;Roman et aï., 2001). Par contre, une faible conductance
unitaire (3-5 pS), une séquence de perméabilité différente (CF > 3r > F), l’absence
de rectification et une inactivation â des potentiels négatifs portent à croire que CIC-2
ne code pas pour la protéine tant souhaitée (Furst et aï., 2002). De plus, des souris
pour lesquelles C1C-2 a été rendu inopérant présentent tout de même des courants
Cl01 (Nehrke et al., 2002).
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C C1C-3 Duan et cou. (1997) ont suggéré pour la première fois en 1997 que cet
autre membre des CYC était le CL,0j, car il était activé par l’hypertonicité et inhibé par
le tamoxifène, présentait une sélectivité anionique (f > C1), avec une conductance
unitaire (40 pS) et montrait une inactivation au potentiel membranaire semblable à
Cl0j (Duan et aÏ., 1997). De plus, une phosphorylation de C1C-3 par la PKC pourrait
inhiber CL01 puisque l’ablation du site consensus pour la PKC induit l’expression
d’un canal constitutivement actif (Duan et aÏ., 1999). Toutefois, des souris
transgéniques knock-out pour C1C-3 présentent tout de même un courant Cl01
(Stobrawa et al., 2001). Plusieurs études ont démontré que CIC-3 se retrouve au
niveau des organelles intracellulaires, limitant ainsi la probabilité qu’il soit impliqué
dans le DRV (voir :Jentsch et aÏ., 2002).
Quoiqu’il en soit, le débat au sujet de l’identité moléculaire de Cl01 est
toujours ouvert. Une difficulté majeure dans ce domaine de recherche est le fait que
vraisemblablement toutes les cellules possèdent des mécanismes de DRy. Par
conséquent, il est difficile de démontrer hors de tout doute que l’expression d’une
protéine est responsable de Ch,0. De plus, la modification du bagage génétique d’une
souris peut également induire l’activation de mécanismes compensatoires pour la
perte d’un gène important pour Cl01.
3.2 Canaux CF activés par le ajÇ]c0.) endogènes
Les courants générés par les canaux anioniques activés par le Ca2 (Cla)
présents dans les cellules natives de différents tissus démontrent généralement
C
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O beaucoup de similitudes et peu de différences importantes (Machaca et al., 2002).
C’est donc pour cette raison que la présente section traitera des courants Cla (ICI(Ca))
de différents types cellulaires (oocytes de Xenopus, cellules acinaires, endothéliales,
etc.) de même que des cellules musculaires lisses. Par ailleurs, d’excellents articles de
revue sur les IC](Ca) sont disponibles (Nilius & Droogmans, 2003;Large & Wang,
1996;Large et aï., 2002;Kidd & Thom, 2000;Machaca et al., 2002;Nilius &
Droogmans, 2002;Morris, 1999;Frings et aÏ., 2000).
B.2.Ï Approches expérimentales utilisées pour étudier les C1a
L’activité des canaux CIa peut être étudiée à l’aide de plusieurs techniques
différentes mais ayant toutes en commun une élévation de la [Ca2]t. En canal
unitaire, l’excision du patch et l’exposition du côté interne de la membrane à une
forte concentration en Ca2 (entre 200 nM et 2 mM [Ca211) peut mener à une
activation des canaux (Hirakawa et al., 1999;Large & Wang, 1996;Piper & Large,
2003). Malheureusement, cette technique cause une perte irréversible de l’activité des
canaux (« rundown »), probablement causée par la perte d’un élément cytoplasmique
essentiel à l’activité du canal.
Les STICs En conditions physiologiques, certains types cellulaires libèrent
de façon spontanée et très localisée une grande quantité de Ca2 contenue dans le RS
(étincelle calcique ou « Ca2 sparks »). Cette augmentation transitoire de la LCa2t],
souvent près de la membrane, active des canaux sensibles au Ca2 tels que BKa et
Cla. L’activation de Cla induit un courant entrant nommé STICs (« pontaneous





A. SuCs d’un myocyte de la veine porte où te dithiothréitol (DTT) fut utilisé pour évaluer la
sensibilité de Cla aux agents oxydants (Greenwood et al., 1997). B. ‘CI(Ca) est induit par une
exposition à la caféine dans une ce]lule musculaire lisse de la trachée (Wang & Kotlikoff,
1997a). C. 1ic est induit par l’influx calcique via l’ouverture des canaux Ca(L) (Lamb et aï.,
1994). D. Libération de Ca2 par une source lumineuse intense qui active ClCa (Park et al.,
2001). E. ‘CI(Ca) est activé par la pompe NaiCa2 en mode inverse (Leblanc & Leung, 1995). F.
Activation de ‘CI(Ca) par l’exposition à l’ionomycine, un ionophore Ca2 (Chan et al., 2000a). G.















Figure 1.B.2-1 Illustration des
étudier CÏc
approches expérimentales utilisées pour
o
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C ces enregistrements soient obtenus dans des conditions plus «physiologiques)) (c.-à
d. sans altération du milieu intracellulaire), ce type d’activité autonome n’est
malheureusement pas présent dans tous les types cellulaires.
Les agonistes: On peut également provoquer la libération du Ca2 contenu
dans le RS par l’exposition de la cellule à des agents tels que la caféine ou la
norépinéphrine (NE) (figure 1.B.2-lB) (Wang & Kotlikoff, 1997a). Cette approche
permet aussi de voir timpact de certains agonistes physiologiques sur ICI(Ca).
Canaux calcigues : Cette méthode implique l’ouverture de canaux Caf L) qui
permet ainsi un influx calcique qui active Cla (figure 1.B.2-1C) (Lamb et aÏ., 1994).
On peut observer le courant ‘Cl(Ca) en dépolarisant ta membrane, ce qui stimule
l’ouverture de Caf L) et l’activation subséquente de ICI(Ca) peut être enregistrée en
repolarisant la membrane. Cette technique permet d’étudier ClCa de façon transitoire
et sa relation avec Ca(L).
«Ca-uncaging» : Cette technique utilise du Ca2 «emprisonné>)
(« caged ») dans une molécule (nitro-phenyl-EGTA; NP-EGTA) qui est dialysée dans
le cytoplasme de la cellule (Park et aÏ., 2001). À l’aide d’une source lumineuse
intense (faisceau monochromatique provenant d’un laser ou lumière émise par une
lampe halogène ou au mercure), les molécules sont excitées et libèrent le Ca2 cagé
Q< uncaged ») qu’elles contiennent (figure 1.B.2-ID). Cette technique a pour
2+ .principal avantage une liberation de Ca tres localisee et bien controlee (espace et
temps).
Échangeur Na/Ca: Une augmentation de la concentration intracellulaire de
Na provoque un changement de l’activité de l’échangeur Na/Ca2 à la membrane
G
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plasmique qui fonctionne alors en mode «inverse» (« reverse-mode ») (Leblanc &
Leung, 1995). L’accumulation de Ca2 cytoplasmique qui en résulte peut mener à
Factivation de ICI(Ca) tel qu’il a été étudié par Leblanc & Leung (1995) (figure l.B.2-
lE) (Leblanc & Leung, 1995). Cette augmentation de la [Ca2] varie peu en fonction
du temps, ce qui permet d’étudier différentes propriétés de ICI(Ca) dont les cinétiques
d’activation sans variation majeure de la [Ca2]t.
Les techniques précédentes, bien que très attrayantes sur plusieurs aspects,
présentent un désavantage commun soit celui que la [Ca2j, souvent transitoire, est
inconnue. Par contre, d’autres techniques permettent d’élever la [Ca2j de façon
stable et à une valeur connue, l’ionophore calcique et le « Ca2-clamp ».
Ionophore calcique: L’exposition de ta cellule à un ionophore caïcique
(A23 187 ou ionomycine) permet la formation de systèmes de transport sélectifs au
Ca2 dans la membrane plasmique. Par conséquent, la [Ca2] viendra à l’équilibre
2+ . . . . . 2+
avec [Ca je, penTiettant de maintenir une concentration intracellulaire en Ca
relativement stable (figure 1.8.2-1F) (Chan et aï., 2000a). De plus, cette technique est
généralement utilisée de concert avec le patch perforé, ce qui limite l’altération du
2+
milieu intracellulaire. Par contre, des variations de la [Ca ] peuvent survenir et, par
le fait même, affecter l’amplitude du courant macroscopique enregistré.
Ca-clamp: Cette technique nécessite l’utilisation du patch en mode
conventionnel cellule entière, ce qui permet la dialyse de la solution de pipette dans
le cytoplasme de la cellule. Cette solution interne contient en forte concentration (10
mM) un chélateur calcique (BAPTA ou EGTA) ainsi que des quantités de CaC12
suggérées par un logiciel afin d’obtenir des concentrations fixes de Ca libre dans la
C
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solution et par conséquent dans le cytoplasme (figure 1.B.2-1G) (Greenwood et aï.,
2002a). La concentration élevée de chélateur assure un fort pouvoir de tampon à la
solution, ce qui limite les variations globales et réduit considérablement les variations
locales (sous-membranaires) de [Ca2j.
B.2.2 Structure de Cla
Puisque l’identité moléculaire du gène codant pour CiCa n’est pas encore
résolue, très peu de données sont disponibles sur la structure du canal. En fait, les
seules données disponibles concernent les dimensions intérieures du pore de ClCa
d’oocytes de Xenopus Laevis obtenues à partir de la différence de perméabilité pour
des ions de différentes tailles ainsi que l’effet de différents inhibiteurs de Clca (Qu &
Hartzell, 2001). Qu & Hartzell suggèrent que chez l’oocyte, le pore de C1Ca aurait la
forme d’un cône elliptique avec la plus grande ouverture faisant face au milieu
extracellulaire (Qu & Hartzell, 2001). Les auteurs suggèrent que la portion ta plus
étroite du pore (plus intracellulaire) mesure entre 3.3 X 7.5 À et 4.6 X 9.4 Â alors que
la bouche externe serait de l’ordre de 6.0 X 9.4 Â. Quoiqu’il en soit, des études
cristallographiques sur la protéine isolée ClCa seront nécessaires afin de confirmer ces
données.
B.2.3 Propriétés Biophysiques des CIa
Étant donné la faible conductance unitaire des Cla (1-3 pS) dans la plupart
des tissus, peu d’études en canal unitaire ont été réalisées jusqu’à présent. Par
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C conséquent, les données disponibles sur les propriétés biophysiques de ces canaux
sont généralement basées sur les courants macroscopiques (Piper & Large,
2003;Hirakawa et aï., 1999;Klockner, 1993;Van Renterghem & Lazdunski, 1993;Sun
et al., 1993;Nilius & Droogmans, 2003). Notons cependant qu’Arreola et al. (1996)
ont rapporté que les CYCa des cellules acinaires de rat présentent une conductance de
30 pS (Arreola et aï., 1996). De plus, deux types de conductance ont été rapportées
au niveau des neurones (Frings et al., 2000);Récemmcnt, Piper et Large (2003) ont
présenté une étude exhaustive en canal unitaire sur les ICI(Ca) de l’artère pulmonaire
de lapin (Piper & Large, 2003). Ils ont démontré l’existence de trois niveaux de sous-
conductance de 1.2, 1.8 et 3.5 pS pour un même canal. L’état conducteur du canal
dépendrait de la [Ca2] et varierait de façon inversement proportionnelLe à celle-ci. À
de fortes [Ca2] (1 jiM), le canal présenterait généralement une conductance de 1.2
ou 1.8 pS alors qu’à de très faibles [Ca2*]j (50 nM), le niveau de conductance de 3.5
pS serait le plus fréquent. Bref ICI(Ca) est un courant de faible amplitude absolue. Par
contre, la résistance d’entrée très élevée que l’on retrouve dans les CML suggère que
même un faible courant (comme par exemple, ‘CI(Ca)) peut avoir un impact majeur sur
le PM des myocytes. De plus, le nombre de canaux ClCa présents à la membrane des
CML a été estimé entre 500 et 10000 (Large & Wang, 1996)
Les courants ÏCI(Ca) macroscopiques endogènes présentent des cinétiques
d’activation et de déactivation caractéristiques qui montrent une dépendance
temporelle, ce qu’on ne retrouve pas dans tous les types de canaux tels que CfTR et
les CLCA. Lorsque la {Ca2j est maintenue stable (Ca2-clamp, ionophore calcique
ou échangeur Na7Ca2 en «mode inverse »), on observe une cinétique lente
C
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d’activation à des potentiels positifs due à une augmentation du courant
macroscopique en fonction du temps (figure 1.3.2-lE, F et G). Ceci diffère nettement
de ce qui est observé pour d’autres canaux Cl. Par exemple, CIC-0, -1 et -2 ne
présentent aucune cinétique d’activation à des potentiels positifs mais une
déactivation (C1C-0 et C1C-1) ou une activation (CIC-2) à des potentiels négatifs
(fahlke, 2001), alors que CFTR et les CLCA ne présentent aucune cinétique (Zhang
e aï., 2000;Britton et aÏ.. 2002). D’autre part, la déactivation de ‘Cl(Ca) est également
fonction du temps, la fermeture des canaux étant relativement lente lors d’un retour à
des potentiels négatifs suivant une dépolarisation. Ceci suggère que les cinétiques des
courants macroscopiques ne sont pas uniquement causées par des changements de
[Ca2j1 puisque ces cinétiques sont également observées lorsque la [Ca2] est fixe.
Les canaux CiCa présentent une forte dépendance de la probabilité d’ouverture
au potentiel membranaire (Large & Wang, 1996;Piper & Large, 2003). Par contre,
puisque les cinétiques d’activation (tact) de ‘Cl(Ca) de Xenopus et de CML (voir (Large
et aÏ., 2002)) ne varient pas en fonction du potentiel, Kuruma & Hartzetl (2000) ont
suggéré que l’ouverture du canai n’est pas dépendante du -potentiel -membranaire
(Kuruma & Hartzell, 2000). En présence de [Ca2j faibles ou même relativement
élevées (< 2 jiM), ‘Cl(Ca) est généralement caractérisé par une forte rectification
sortante du courant en régime établi induit par une dépolarisation et une forte
rectification du « courant de queue> enregistré lors de la repolarisation. (Arreola et
aï., 1996;Callamaras & Parker, 2000;Kuruma & Hartzell, 2000;Nilius & Droogmans,
2002;Pedersen et aï., 1998;Kim et aÏ., 2003). Par contre, la rectification est faible,
voir même absente, pour le courant instantané induit par la même dépolarisation. La
G
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C courbe IV devient pLus linéaire à mesure que la [Ca2j1 est augmentée sans qu’il n’y
ait pour autant de modification de la conductance maximale (gmax) (Arreola et al.,
1996;Callamaras & Parker, 2000;Kuruma & Kartzell, 2000). Il est important de noter
que certains ont rapporté l’absence d’une rectification pour ICI(Ca) sans pour autant
préciser la [Ca2] utilisée (Klockner, 1993). Or, une forte {Ca2j1 pourrait expliquer
cette discordance. D’autre part, ICI(Ca) des cellules endothéliales présente une
activation et une déactivation plus lente à des potentiels plus positifs (NiÏius &
Droogmans, 2002). Les cinétiques de ‘Cl(Ca) sont également influencées par la liaison
de l’anion perméant à un site externe comme pour les CIC-0 et C1C-1, bien que la
présence de CF externe ne soit pas nécessaire à l’activation de CICa (Large et aï.,
2002)
Selon Piper & Large (2003), le temps d’ouverture moyen de CICa des
myocytes d’artères pulmonaires est indépendant du potentiel membranaire et de la
[Ca2], alors que le temps de fermeture n’est pas influencé par la [Ca2i (Piper &
Large, 2003). De plus, selon cette même étude, la liaison du Ca2 au canal serait
augmentée ou facilitée par une dépolarisation (Piper & Large, 2003). Les auteurs
affirment également qu’une augmentation de [Ca2]1 (ou une dépolarisation qui
faciliterait la liaison du Ca2j diminuerait la conductance unitaire du canal. Par
conséquent, selon cette étude, la probabilité d’ouverture étant indépendante de la
[Ca2], l’augmentation de la [Ca2] devrait ultimernent réduire le courant
macroscopique. Or, l’augmentation de la [Ca2] induit une augmentation du courant
macroscopique de ClCa.
o
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C La séquence de perméabilité de ‘Cl(Ca) est semblable à celle de CFTR, GlyR et
GABAAR. En bref, cette séquence lyotropique, F > Br > C1 (Winpenny et aL.
199$;Kim et al., 2003 ;Machaca et al., 2002;Kuruma & Hartzell, 2000;Qu & Hartzell,
2000;Larnb & Barna, 1998a;Ullrich & Sontheimer, 1996;Nilius & Droogmans, 2002)
est une séquence Eisenman de type I révélant ainsi un champ énergétique de faible
intensité qui peut être adjacent à des régions hydrophobiques et est donc déterminée
par l’énergie d’hydratation ionique bien que d’autres facteurs y contribuent
également (Hille, 1992). De plus, certains anions perméants inhibent le canal de
façon voltage-dépendante, ce qui donne l’apparence que le canal est moins perméable
à ces anions (Machaca et aÏ., 2002). En effet, l’affinité du site de sélectivité pour
certains anions est si grande que ces derniers restent liés au filtre de sélectivité plus
longtemps, d’où l’obstruction du pore par l’ion perméant. Également, la déactivation
de ClCa est ralentie par la présence d’anions plus perméants que le Cf, comme par
exemple l’F, phénomène du « pied-dans-la-porte» (« foot-in-the-door ») (Greenwood
& Large, 1999). En fait, l’anion perméable stabilise le canal dans l’état ouvert ce qui
suggère que le «gating» est lié à la perméabilité. D’autre part, le pore de CiCa peut
contenir plusieurs ions à la fois (« multi-ion pore ») puisque CICa montre un
phénomène de fraction molaire anormale (« anomalous mole fraction ») (Machaca et
aï., 2002;Qu & Hartzell, 2000).
Le Ca2 à lui seul n’est pas suffisant pour l’activation maximale du canal, une
combinaison de Ca2 et de potentiel étant requise (Arreola et aÏ., 1996). En fait, le
Ca2 déplacerait la courbe d’activation de ClCa vers des potentiels plus négatifs
(Arreola et al., 1996;Callamaras & Parker, 2000;Kuruma & Hartzell, 2000). Selon le
C
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O coefficient de Hill, il y aurait deux sites de liaison pour le Ca2 impliqués dans
l’activation de C1Ca (Arreola et aï., 1996;Kuruma & Hartzell, 2000;Nilius &
Droogmans, 2002). D’autre part, la liaison du Ca2 est elle-même dépendante du
potentiel, ce qui fait que la sensibilité du canal au Ca2 est fonction du potentiel
membranaire (Arreola et aï., 1996). Chez Xenopus, ceci s’exprime par une sensibilité
accrue du canal au Ca2 à des potentiels membranaires plus positifs, ce qui se traduit
par une augmentation de l’activation à des potentiels plus positifs puisque le Ca2
reste lié au canai pour une plus longue période (Callamaras & Parker, 2000). La
dépendance apparente au potentiel de la sensibilité au Ca2 pourrait être en fait due à
l’activation Ca2-dépendante du canal et sa fermeture sensible au voltage (Kuruma &
Hartzell, 2000). Contrairement aux canaux BKa qui possèdent une dépendance au
potentiel intrinsèque et qui peuvent être ouverts par une forte dépolarisation en
absence de Ca2 ou fermée en présence de Ca2 à des potentiels hyperpolarisants, Cla
requiert la présence de Ca2 intracellulaire pour s’ouvrir (Kuruma & Hartzell, 2000).
Paradoxalement, bien que le Ca2 soit nécessaire à l’activation de ICI(Ca), il
peut également causer, à de fortes concentrations, la perte irrémédiable de l’activité
du canal (Hirakawa et aÏ., 1999). Notons qu’il y a également un rundown qui n’est
pas dépendant de la [Ca2] (Hirakawa et aï., 1999;Morris & frizzell, 1993b).
B.2.3 Rôles physiologiques de Cla
Le Cla des cellules musculaires lisses joue un rôle primordial dans le
maintien du potentiel membranaire et de l’excitabilité cellulaire tant au niveau
vasculaire qu’au niveau du tube digestif et de la vessie (Sergeant et al., 2001 ;Cotton
CHAPITRE 1: INTRODUCTION___________________________________ 58
et al., 1997). D’ailleurs, le tonus vasculaire et la contractilité sont très intimement liés
au potentiel membranaire du myocyte. Le déclenchement du potentiel d’action (PA)
observé dans plusieurs tissus est attribué à une conductance CF (Cotton et al.,
1997;Toland et al., 2000). Par ailleurs, de nombreux inhibiteurs de Cla inhibent les
PA (Cotton et al., 1997). Les STICs, bien que leur signification physiologique soit
encore incertaine, sont considérés comme étant les déclencheurs de PA. De plus,
‘Cl(Ca) contribue au PM de repos puisque l’inhibition de cette conductance induit une
hyperpolarisation (Lamb et al., 1994). Il est à noter qu’avec la résistance d’entrée très
élevée (3.8 GO) des myocytes d’artère coronaire de lapin, un courant net de
seulement 13 pA est suffisant pour maintenir la cellule à un potentiel membranaire de
—50 mV (Lamb et aÏ., 1994). Par contre, Hirakawa et al. (1999) ont affinné qu’il n’y
avait pas de courant basal compte tenu de la [Ca2] et du seuil d’activation de ICI(Ca)
(Hirakawa et aÏ., 1999). Cependant, la stimulation des myocytes vasculaires par des
agents vasoconstricteurs endogènes tels que l’ET-l, Angli, NE, etc. déclenche la
libération du Ca2 contenu dans le R$ via les RyR et les IP3R, ce qui stimule IC1(Ca) et
induit donc une dépolarisation membranaire (Guibert et al., 1997;Bakhramov et al.,
1996;Chan et al., 2000b;Byrne & Large, 1988;Klockner & Isenberg, 1991;Pacaud et
al., 1991;Dai & Zhang, 2001;Duggan & Tabrizchi, 2000;Large & Wang, 1996;Lamb
& Bama, 1998a;Lamb & Bama, 199$b;Liu & Farley, 1996a;Liu & Farley,
1996b;Pallone & Huang, 2002;Scarparo et al., 2000;Salter & Kozlowski,
1998;Strobaek et al., 1996;Yuan, 1997;Zhang et al., 2001). La dépolarisation ainsi
induite provoque l’ouverture des canaux Ca(L) et l’influx calcique qui s’en suit
contribue à la contraction du myocyte. Il est également suggéré que ICI(Ca) soit non
CHAPITRE 1: INTRODUCTION____________________________________ 59
seulement impliqué dans la phase initiale de la contraction (telle que décrite
précédemment), mais également dans la phase soutenue dc la contraction durant
laquelle la [Ca2] est stabilisée (Lamb et aÏ., 1994). C1Ca serait donc impliqué dans
une importante rétroaction positive (voir figure 1.3 dans Généralités). De plus, le
potentiel d’équilibre des ions C1 (E1) des myocytes vasculaires étant —24 mV (soit
plus de 20 mV supérieur au PM basal), l’ouverture soutenue de Cla tendra à amener
le PM vers Ec] (Aickin & Brading, l9$2;Chipperfield & Harper, 2000). Or, la fenêtre
du courant calcique en régime établi atteint son apogée à ces mêmes valeurs (voir
Généralités), faisant ainsi de Cla un outil idéal afin de maintenir le PM à une valeur
optimale pour l’ouverture des canaux Ca([) de manière soutenue. On peut s’attendre à
ce que l’augmentation de [Ca2t]i active également les canaux BKa. Or, Mironneau et
al. (1996) ont suggéré que des étincelles Ca2 activent BKa, ce qui est probablement
dû à une co-localisation de BKa et des sites de libération du Ca2 du RS (Nelson et
aÏ., 1995), alors que la distribution plus homogène des Cla ferait en sorte que la
génération de plusieurs étincelles en série (« vague calcique» ou «Ca wave »)
élevant la [Ca2j1 globale soit nécessaire à l’activation de ClCa (Mironneau et aL,
1996).
Alors que C1.,0i semble être plus important dans le tonus myogénique du
mésentère de lapin, CICa joue un rôle majeur dans la contraction induite par une
stimulation Œ1-adrénergique (Remillard et aÏ., 2000). Également, l’augmentation de
l’activité de l’échangeur Na/Ca2 en mode inverse est proposée comme un
mécanisme impliqué dans l’hypertension (Blaustein, 1993).
C
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B.2.4 Régulation de Cla
L’impact physiologique primordial des Clça suggère une forte régulation par
divers mécanismes tels que la phosphorylation afin d’obtenir un contrôle fin et précis
de l’activité de ces canaux et donc du tonus vasculaire. D’ailleurs, une
phosphorytation par la protéine kinase dépendante de la calmoduline II (CaMKII)
inhibe ‘Cl(Ca) de CML de trachée en accélérant la fermeture du canal sans affecter son
activation (Wang & Kotlikoff, 1997a). Par contre, la même kinase semble activer
ClCa dans d’autres tissus puisque l’inhibition de CaMKII se reflète par une
diminution du courant C1, tout comme pour bCLCA1 (Cuimingham et al.,
1995 ;McGill et aL, 1995). De plus, l’activation de la phosphatase alcaline augmente
un courant entrant chez une lignée cellulaire de rein. Cependant, la phosphorylation
n’est pas nécessaire pour l’activation de ClCa chez le Xenopus (Kuruma & Hartzell,
2000). Il est tout de même étonnant de constater le faible nombre d’études sur le
sujet.
L’exposition de myocytes à des agents oxydants non-spécifiques, comme le
diamide ou même endogènes tel que le peroxyde d’hydrogène, active Cla de façon
irréversible (Greenwood et al., 2002a). L’exposition au dithiothréitol (DTT) permet
la récupération de l’effet du diamide alors qu’en contrôle, l’agent réducteur n’a aucun
effet (Greenwood et al., 2002a). Par conséquent, ‘O(Ca) possède une certaine
sensibilité aux réactions d’oxydo-réduction, mais la réduction n’est possible que
lorsqu’elle suit une oxydation qui ne semble pas présente physiologiquement.
Étant donné le rôle majeur de Clça dans le tonus vasculaire, la modulation de
ce canal par l’endothélium est fort probable. L’hyperpolarisation de la membrane
CHAPITRE 1: INTRODUCTION___________________________________ 61
C plasmique du myocyte est un des mécanismes d’action des agents vasodilatateurs
endothéliaux (NO. PGI2. EDHf). Par exemple, l’oxyde nitrique (NO) inhibe ‘Cl(Ca), ce
qui pourrait induire une hyperpolarisation de la membrane, étayant ainsi l’hypothèse
de l’importante fonction de ClCa dans le tonus vasculaire (Hirakawa et aÏ., 1999).
Pour ce qui est du mécanisme sous-jacent à l’inhibition de ‘Cl(Ca) par le NO, trois
hypothèses ont été suggérées s 1) un effet indirect sur le canal en diminuant la
libération de Ca2 du RS par une inhibition des RyR; 2) un effet indirect sur CICa en
stimulant la formation de GMPc et 3) un effet direct sur le canal (Hirakawa et al.,
1999;Zhang et aÏ., 1998).
3.2.5 Pharmacologie des Cla
La caractérisation de canaux ioniques et l’étude de leurs propriétés ainsi que
l’importance physiologique de ces derniers nécessitent l’utilisation d’outils tels que
des inhibiteurs pharmacologiques. Plusieurs composés structuralement disparates
inhibent ClCa et ce, dans plusieurs tissus et espèces différentes. Les fénamates, les
dérivés stilbènes et de nombreux autres agents chimiques affectent ClCa avec des
affinités fort différentes et avec des mécanismes bien souvent obscurs.
Les fénamates et Ï ‘ANf
L’acide flufénamique (AFf), l’acide tolfénamique (ATF), l’acide
méfénamique (AMF), l’acide méclofénamique (AMC) et l’ANf constituent la plus
grande famille d’inhibiteurs de CICa, les fénamates. Le plus utilisé de ces composés
est l’ANf, étant donné une 1C50 de l’ordre du micromolaire (Hogg et al., 1994a), ce
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COOH
Figure 1.B.2-2
qui en fait le plus puissant inhibiteur de ICI(Ca) COflflU à ce jour.
Les fénarnates sont composés de deux groupements aromatiques liés par un
groupement amine. L’ANf est caractérisé par la présence d’un groupement
trifluorométhyl (CF3) sur le groupement benzène et d’un groupement pyridine (figure
1 .B.2-2). Ce composé dérivé de l’acide N-Phénylanthranilique aux propriétés
aliphatiques présente un pKa = 4.31, ce qui signifie que la molécule possède une
charge négative dans une gamme de pH physiologiques ( 7.2-7.4) (Polasek et al.,
2000). L’ANF fut d’abord reconnu pour ses propriétés anti-inflammatoires. Il est
d’ailleurs disponible pour une utilisation clinique dans certains pays européens
(Nifluril©, UPSA, Rueil-Malmaison, France). Ce composé non-stéroïdien aux
propriétés analgésiques, anti-inflammatoires et antipyritiques inhibe la production de
prostaglandines en agissant sur Ïa cyclooxygénase (COX). En plus de son action sur
la COX, l’ANF inhibe également certains canaux ioniques, particulièrement les
canaux perméables aux anions tels que les GABAAR, CfTR et Clca (Sinkkonen et
aï., 2003;Scott-Ward et aï., 2004;Hogg et al., I 994a). La portion carboxylique de
l’ANf est très importante pour son action inhibitrice sur Cla puisqu’une altération de
C
CF
Structure de ï ‘ANF
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ce groupement résulte en une importante diminution de la sélectivité et de la
puissance inhibitrice via une réduction de l’interaction avec Cla (Criddle et aï.,
2002)
L’ANf, étant le plus puissant inhibiteur de Cla, a régulièrement été utilisé
afin détudier les rôles potentiels de ces courants. entre autres, dans le maintien du
tonus vasculaire (Yuan, 1997). Par contre, tout comme plusieurs autres membres des
fénamates, l’ANF a des effets non-spécifiques, notamment sur des canaux K
provenant de myocytes vasculaires et d’autres tissus tels que BKa, KATp et K2.1,
mais également sur d’autres canaux tels qu’un récepteur nicotinique et les RyR
(Nage! et aï., 200 1;Kirkup et aï., 1996;Oba et al., 1996;Large & Wang, 1996;Ottolia
& Toro, 1994;Li et al., 1998;Hogg et al., 1994b;Greenwood & Large, 1995;White &
Aylwin, 1990;Cruickshank et al., 2003). De plus, la puissance avec laquelle l’ANF
inhibe ‘CI(Ca) varie avec le potentiel membranaire, mais également selon l’approche
expérimentale utilisée pour stimuler Cla (Large & Wang, 1996). Effectivement,
l’1C50 de l’ANF pour les STICs est inférieure à celle requise pour bloquer ‘Cl(Ca)
induit par l’influx Ca2 via Ca(L) (Hogg et al., 1994a). Lorsque Cla est étudié avec
une [Ca2] tamponnée dans les myocytes de l’artère pulmonaire de lapin, l’ANf
bloque le canal seulement à des potentiels positifs, alors qu’une augmentation du
courant basal (à —50 mV) en présence d’ANf est observée (Piper & Greenwood,
2003). De plus, le retrait de l’ANf de la solution externe induit une forte
augmentation de Famplitude de ‘CI(Ca) ainsi qu’une accélération des cinétiques
d’activation, ce qui suggère que l’inhibition de ICI(Ca) par l’ANF masque une
stimulation parallèle du canal qui n’est apparente que par le retrait de la drogue (Piper
C
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O & Greenwood, 2003). Un tel effet a également été rapporté pour le DCDPC (Piper &
Greenwood, 2003). Une meilleure compréhension de ïinteraction entre ces composés
et le canal pourrait permettre une représentation plus adéquate du fonctionnement du
canal.
Les dérivés stilbènes
Les dérivés stilbènes, soit le «4,4’-diisothiocyanostilbene-2,2’-disutfonic
acid» (DIDS), le «4-acetamido-4’-isothiocyanostilbene-2,2’-disulfonic acid»
(SITS) et le «4,4’-dinitrostilbene-2,2’-disulfonic acid» (DNDS) inhibent les canaux
C1 en général avec malheureusement peu de distinctions entre les divers types de
canaux C1. Avec une constante d’inhibition tIC50) entre 0.2 et 17 jiM dans la veine
porte de lapin pour le DIDS (Hogg et al., 1994b;Baron et aL, 1991), l’utilisation de
ce composé dans te but d’évaluer le rôle physiologique des Cla doit être effectuée
avec précaution, puisque le DIDS inhibe également l’échangeur HC03 et les canaux
Kv4.3 (Davis, 1992;Wang et al., 1997a). Ce composé inhibe de façon covalente les
canaux (Oba et aï., 1996), bien que plusieurs travaux rapportent une récupération de
‘CI(Ca) suivant le retrait de l’inhibiteur de la solution (Kim et aï., 2003;Piper &
Greenwood, 2003;Qu & Hartzell, 2001). Quoiqu’il en soit, l’inhibition de 1CI(Ca) de
myocytes vasculaires par le DIDS ou le SITS est complexe et n’est pas affectée par le
potentiel membranaire (Large & Wang, 1996;Hogg et aï., 1994b), ne favorisant pas
l’hypothèse de l’obstruction du pore malgré les résultats obtenus par Qu & Hartzell
(Qu & Hartzell, 2001). Ces derniers présentent une inhibition de ‘Q(Ca) de Xenopus
par le DJDS qui dépend nettement du potentiel membranaire (Qu & Hartzell, 2001).
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G CeUe divergence pourrait s’expliquer par une différence entre les canaux des deux
préparations.
Autres inhibiteurs de
Parmi les autres composés ne faisant pas partie des deux familles précédentes
mais également utilisés comme inhibiteurs de ClCa, on retrouve, entre autres, le
«indanyoxyacetic acid» (IAA-94), le «anthracene-9-carboxyÏic acid» (A-9-C), le
«5-nitro-2-(3-phenylpropylamino)benzoic acid» (NPPB), le furosemide et l’acide
éthacrynique. Le A-9-C inhibe ICI(Ca) d’une manière qui varie avec le potentiel
membranaire et bloque probablement le pore à l’état ouvert (« open-state block »)
(Large & Wang, 1996:Qu & Hartzell, 2001;Hogg et al., 1994b). Par analogie à
l’ANF, l’A-9-C a un effet stimulant sur Clça qui n’est révélé que par la dissociation à
des potentiels négatifs du A-9-C du canal (Piper & Greenwood, 2003). D’autre part,
l’inhibition d’IC(Ca) par le NPPB est également supérieure à des potentiels positifs
(Wu & Hamili, 1992). Par contre, l’action de l’acide éthacrynique ou du furosemide
n’est pas dépendante du voltage (Greenwood et aÏ.. 1995). Notons que l’inhibition de
‘CI(Ca) par la méfloquine et des anesthésiques volatiles (tels que l’isoflurane et la
sevoflurane) a également été rapportée (Toma et al., 1 996;Maertens et al., 2000).
En bref la séquence de puissance des principaux inhibiteurs de canaux Clca
utilisés dans la veine porte de lapin est ANF > IAA-94 > DIDS > A-9-C > SITS
(Large & Wang, 1996). Par contre, l’utilisation de ces composés nécessite la
prudence puisque aucun de ceux-ci n’est véritablement spécifique. Le plus puissant,
l’ANF, affecte d’autres canaux anioniques et canaux K et va même jusqu’à stimuler
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ClCa de l’artère pulmonaire de lapin. Par conséquent, l’utilisation de plusieurs
inhibiteurs et/ou d’un milieu où le K est absent, de concert avec des inhibiteurs des
canaux K, peut être nécessaire pour l’étude de CICa.
o
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C
Deuxième partie. Ca2. calmodïtÏine et enzymes
2+Le Ca est un element essentiel pour de nombreuses fonctions cellulaires
diversifiées, dont la contraction musculaire lisse. Or, nombre de ces fonctions sont
effectuées par l’intermédiaire de protéines telle que ta caïmoduline (CaM) à un tel
point que l’absence de CaM est létale (Van Eldik & Watterson, 199$). La
catmoduline (aicium Modulator Protein), une des protéines eucaiyotes les plus
conservées, fut découverte au début des années 1970 et d’abord associée à
l’activation d’une phosphodiestérase (Cheung, 1970;Kakiuchi & Yamazaki, 1970).
L’exigence du Ca2 pour l’activité de la CaM et les autres fonctions de la protéine ne
fut démontré que subséquemment (Teo & Wang, 1973;Teo et aÏ., 1973).
La CaM est formée de deux lobes reliés par une longue chaîne polypeptidique
(Nelson & Chazin, 199$). Ces deux lobes, des domaines de liaison du Ca2, sont
composés d’une paire de structures en hélice-boucle-hélice, nommées motifs «Ef
hand ». Chacun de ces motifs permet de lier un ion Ca2 et la CaM peut donc lier
quatre ions Ca2 à la fois. En plus d’avoir une forte affinité pour le Ca2, plusieurs
évidences suggèrent que la CaM lie le Ca2 de façon fortement coopérative (Nelson
& Chazin, 199$).
Peu de Ca2t cellulaire lie la CaM à l’état basal étant donné la faible affinité
globale de l’apocalmoduline pour le Ca2 (Ka 1 j.iM) (Nelson & Chazin, 199$). Par
contre, un signal calcique (une étincelle calcique, par exemple) élève localement ou
globalement la [Ca2] et active la CaM. La liaison coopérative du Ca2 active la CaM
en induisant un changement de conformation de la protéine lui permettant de lier des
C
CHAPITRE 1: INTRODUCTION____________________________________ 68
Q effecteurs. Parmi les cibles du complexe Ca2/CaM, on retrouve principalement des
enzymes telles que l’oxyde nitrique synthase, les protéines kinases dépendantes de la
calmoduline (CaMK), la kinase des chaînes légères de la myosine (MLCK), la
calcineurine, etc. et des canaux ioniques tels que les canaux K de petite conductance
activés par le Ca2, les canaux Ca(L). les RyR et les IP3R (Van Eldik & Watterson,
199$;Nelson & Chazin. 1998;Hamilton et aï., 2000;Persechini & Stemmer,
2002;Schumacher et al., 200 1;Walsh, 1994).
Section C Kinase dépendante de la caïmoduline (CaMKII)
La protéine kinase dépendante de la calmoduline est une protéine
multimérique et multifonctionelle, phosphorylant les résidus sérine et thréonine. Un
mécanisme d’activation très particulier nécessitant la liaison du complexe Ca2t’CaM
ainsi que des processus d’autophosphorylation caractérise cette kinase ubiquitaire.
Elle est, par ailleurs, impliquée dans diverses fonctions telles que la mémoire,
l’homéostasie calcique, etc. Certaines évidences suggèrent même son implication
dans la régulation des CiCa (pour références (Braun & Schulman, 1995;Hanson &
Schulman, 1992;Lukas et aï., 1998;Singer et aï., 1996;Soderling & Stuil, 2001;Bayer
& Schulman, 2001;Hook & Means, 2001;Hudmon & Schulman. 2002b;Hudmon &
Schulman. 2002a;Lisman, 1994;Lisman et aï., 2002;Rongo, 2002;Schulman et aï.,
1992;Schulman, 1993;Schulman & Hanson, 1993).
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C C.] Structure de CaMMI
Quatre isoformes de CaMKII ont été identifiées (Œ, f3, et ‘y) et chacune est
sujette à l’épissage alternatif (Braun & Schulman, 1995). Les isoformes a et f3 sont
presque exclusivement exprimées dans le cerveau, alors que et y sont ubiquitaires
(Braun & Schulman, 1995). Les isoformes a et f3 sont les plus étudiées, étant donné
leur grande concentration dans le tissu de l’hippocampe (2% de toutes les protéines).
Chaque sous-unité est composée d’un domaine N-terminal possédant
l’activité catalytique, un domaine C-terminal qui permet l’association des sous-unités
pour former un oligomère et entre les deux, un domaine d’autorégulation (figure
1.C.1-IA) (Braun & Schulman. 1995). La structure quaternaire de 330 A de diamètre
de l’Œ-CaMKII a été résolue à l’aide de la microscopie électronique par Kolodziej et
cou. (2000) qui ont rapporté que 12 sous-unités s’associent et forment deux anneaux
hexamériques superposés (figure LCJJB)(Kglodziej et al., 2000). Alors que le
corps de l’enzyme présente la forme d’une roue d’engrenage, le domaine catalytique
des sous-unités, en forme de pied, est attaché par un segment étroit au domaine
d’ancrage. Par contre, Morris et cou. (2001) rapportent que les 12 sous-unités sont
agencées en un seul anneau (figure 1.C.1-1C) (Morris & Torok, 2001).
Puisque les différentes isoformes ont des constantes d’activation par la CaM
distinctes et que CaMKII est retrouvée sous forme d’homomères et d’hétéromères, la
dépendance à la CaM peut varier (De Koninck & Schulman, 1998). La composition
des hétéromultimères peut être influencée par la disponibilité des différentes sous-
unités. Par exemple, chez le rat, 45% de Œ est associé avec toutes les sous-unités f3
C











A. Diagramme linéaire d’une sous-unité de CaMKII (Hudmon & Schulman, 2002b). B.
Représentation graphique de a-CaMKII (doré) et de l’enzyme tronquée (rouge) obtenue
par crystallographie avec une résolution de 25Â (Kolodziej et aÏ., 2000) C. Modèle
tridimensionnnel de la structure de Œ-CaMKII, les domaines d’associations en rouge et les
domaines catalytiques en vert obtenu par microscopie électronique (Morris & Torok,
2001).
disponibles et les autres sous-unités a sont organisées en homomultimêres (Brocke et
aï., 1999;Hook & Means, 2001).
C. 2 Mécanismes d’activation
À l’état basal, CaMKII est non-phosphotylée et le site catalytique de chaque
sous-unité est obstrué par son propre domaine auto-inhibiteur. Cette interaction entre
Figure 1.C.1-1 Structure de C’aMKJI
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C le domaine auto-inhibiteur et le site catalytique est de type pseudosubstrat, donc le
domaine auto-inhibiteur possède des acides aminés ou des résidus qui miment le
substrat ou le nucléotide qui interagit avec le site catalytique l’empêchant ainsi
d’avoir accès à ce dernier. La liaison d’un activateur allostérique induit un
changement de conformation du domaine auto-inhibiteur, ce qui permet ainsi l’accès
du substrat au site catalytique.
L’activation de CaMKII est dépendante du Ca2, mais de façon indirecte. En
fait, ce processus nécessite l’intermédiaire de la CaM. Le complexe Ca27CaM se lie
à une sous-unité de la CaMKII en tant qu’activateur allostérique et expose le résidu
Thr286 de la région autorégulatrice. L’enzyme est ainsi activée et peut, par la suite,
phosphoryler et moduler les substrats. Par contre, la particularité principale de
CaMKII est que suite à cette activation, l’enzyme puisse rester active,
indépendamment de la [Ca2]. Ceci nécessite une autophosphorylation entre deux
sous-unités. II faut donc que deux sous-unités adjacentes lient le complexe
Ca2/CaM, permettant la libération du site catalytique, afin qu’il y ait
phosphorylation d’au moins une des deux sous-unités concernées. Cette
2-
autophosphorylation permet alors a cette sous-unite d etre active meme si la [Ca j
diminue (Braun & Schulman, 1995). En fait, cette phosphorylation au résidu Thr286
(pour x et Thr287 pour f3, et y) stabilise la sous-unité dans une conformation active
où le domaine auto-inhibiteur ne peut exercer son action sur le site catalytique,
comme lorsqu’il y a liaison avec Ca2/CaM. Par conséquent, l’enzyme restera active
tant qu’elle ne sera pas déphosphorylée par une phosphatase ou par elle-même
(autodéphosphorylation). L’affinité pour la CaM (complexée au Ca2) est fortement
Q
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augmentée suite à la phosphorylation de Thr286 (De Koninck & Schulman,
1998;Meyer et aï., f 992;Rich & Schulman, 1998). Ce phénomène appelé
«piégeage» de la CaM (« trapping »), résulte en une diminution importante de la
constante de dissociation de la CaM. En fait, la phosphorylation altère la
conformation de CaMKII afin de permettre un contact optimal avec Ca2/CaM et
donc de favoriser le maintien de la liaison de la CaM.
Ce mode d’activation particulier permettrait la détection de la fréquence des
oscillations calciques (De Koninck & Schulman, 1998). En effet, dans le cas d’un
stimulus qui n’augmenterait que légèrement la [Ca2], l’enzyme ne serait activée que
transitoirement par l’association de Ca2/CaM sans toutefois qu’il y ait
autophosphorylation (Hudmon & Schulman, 2002a). Par contre, si une autre
stimulation de même ordre survient avant que le niveau de {Ca2j diminue
suffisamment pour que le complexe Ca2’7CaM se sépare de CaMKTI, un certain taux
de phosphorylation de CaMKII pourrait alors être atteint. Par conséquent, étant donné
la rapidité d’un signal calcique, l’autophosphorylation de Thr286 permettrait de
potentialiser le signal Ca2 (Hudmon & Schulman, 2002a). La nature du stimulus
extracellulaire produit des oscillations calciques de différentes fréquences et
l’intégration de ces oscillations calciques à fréquences variables influencent, entre
autres, la transcription génique. Bien que non formellement démontré, les
mécanismes moléculaires impliqués dans l’intégration des signaux calciques postulés
sont composés de facteurs extrinsèques et intrinsèques. Une hypothèse postulée est la
«détection d’intervalles» qui consiste en la déphosphorylation entre les stimuli, ce





suffisamment long pour permettre la déphosphorylation, il n’y aura pas de
potentialisation de l’activité de CaMKII. Un autre modèle consiste en un ordre
séquentiel de phosphorylation de Thr286 et une phosphorylation accrue et soudaine
(« burst ») de Thr305/Thr306 serait responsable de ce processus. La liaison de
Ca2t/CaM et l’autophosphorylation concomitante pourraient faire part du mécanisme.
Dans le cas d’une stimulation à haute fréquence, l’intervalle interstimuli est trop
court pour permettre la dissociation totale de Ca2/CaM, augmentant la probabilité
que les oscillations calciques produisent une autophosphorylation. Il s’en suit un
accroissement de la probabilité que la CaM reste associée à la sous-unité pour les
impulsions Ca2 subséquentes.
Suivant l’autophosphorylation de Thr286 et la dissociation de CaM, CaMKII
entreprend une vague de phosphorylations qui inhibent une activation subséquente
par Ca2/CaM, processus nommé CaM «capping» (Rich & Schulman, 1998). Les
sites de phosphorylation (résidus Thr305 et Thr306) sont situés dans le domaine de
liaison de Ca2/CaM et préviennent la liaison subséquente de Ca2/CaM. La raison
physiologique de ces dernières phosphorylations serait de marquer les sous-unités
fonctionnellement activées ou autophosphorylées pour qu’ainsi ces sous-unités ne
compétitionnent plus avec les sous-unités inactives pour le Ca27CaM libre pour être
activées.
La CaMKII est inactivée par une déphosphorylation indépendante de la
[Ca2j. Cette déphosphorylation peut être effectuée par l’enzyme elle-même
(autodéphosphorylation) (Kim et al., 2001). Elle peut également l’être in vitro par les
phosphatases PPY, PP2A et PP2C (Bhalla & Iyengar, 1999;Millward et aï.,
t
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1999;Makhinson et aï., 1999;Strack et aï., 1997b;Bennecib et aï., 2001). La
calcineurine peut également désactiver CaMKII, mais très faiblement. Par contre, la
déphosphorylation extrinsèque in vivo ne semble dépendre que de la PP2A et PP1
(Strack et aï., 1997a).
C. 3 PhannacoÏogie
Étant donné que l’activation de la CaMKII dépend de la CaM, les inhibiteurs
de la CaM sont des inhibiteurs efficaces de la kinase. Par contre, l’utilisation de
composés tels que le W-7 ou le calmidazolium est peu spécifique puisque tous les
effecteurs de la CaM sont affectés simultanément.
D’autres composés comme le KN-62 ont été développés afin d’inhiber plus
spécifiquement la CaMKII (Tokumitsu et aï., 1990;Hidaka et al., 1990;Hidaka &
Yokokura, 1996). Puisque le KN-62 exerce son action inhibitrice sur CaMKII en
compétitionnant avec Ca27CaM, ce composé n’affecte que la forme non activée de
l’enzyme (K 0.9 tM) (Tokumitsu et aï., 1990;Hidaka et al., 1990).
Malheureusement, le KN-62 n’est pas sélectif entre les différentes CaMK (Hidaka &
Yokokura, 1996). Le KN-93 est un dérivé du KN-62 plus soluble dans l’eau et plus
spécifique pour la CaMKII. Il inhibe également la kinase de façon compétitive avec
Ca27CaM et est sans effet sur la forme phosphorylée de la kinase, tout comme son
prédécesseur (Singer et al., 1996). Notons cependant que des effets non-spécifiques
ont étés rapporté pour le KN-93 et son analogue inactif, le KN-92, sur des canaux
potassiques de CML (Ledoux et aÏ., 1999).
C
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Un peptide, ARIP (Autocamtide-2 Related Inhibitory Peptide) peut
également être utilisé afin d’inhiber CaMKII avec une grande spécificité. Ce peptide,
qui correspond au segment auto-inhibiteur de l’enzyme, inhibe avec K1 de 40 nM
(Ishida et aï., 1995). Le seul facteur limitant à l’utilisation d’un tel produit est qu’il
doit pénétrer dans la cellule afin d’atteindre l’enzyme.
C. 4 Rôles physiologiques
La CaMKII joue de nombreux rôles tout aussi importants que diversifiés. Elle
est impliquée dans les processus de mémoire, la régulation de la libération de
neurotransmetteurs, l’hypertrophie cardiaque, l’homéostasie calcique et plusieurs
canaux ioniques, etc.
CaMKII joue un rôle primordial dans la transmission synaptique et est requise
pour le «Long Term Potentiation>) (LTP), phénomène de la mémorisation (Blitzer et
al., 1998;Lisman et al., 2002;Rongo, 2002;Braun & Schulman, 1995;Gardoni et al.,
2001). En fait, CaMKII est impliquée dans la détection des fréquences de stimulation.
L’activation de CaMKII par l’influx calcique médié par les récepteurs NMDA est
critique pour l’induction du LTP. La CaMKII ainsi activée va phosphoryler et activer
(augmentation de conductance unitaire) le récepteur G1uR1 (un récepteur AMPA)
(Gardoni et aï., 1999;Gleason et al., 2003;Bayer et al., 2001).
L’hypertrophie cardiaque induite par 1’ endothéline dépend également de
CaMKII (Zhu et al., 2000). Les mécanismes sous-jacents restent à élucider, mais il
semble que la régulation de la transcription génique soit impliquée.
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La phosphorylation par la CaMKII affecte l’activité de nombreux canaux et
échangeurs ioniques ainsi que l’homéostasie calcique. Ainsi, CaMKII stimule les
canaux Ca(L) (facilitation Ca2-dépendante) de cellules musculaires lisses et
cardiaques (Singer et al., 1996;Wu et al., 2001b;Keef et aï., 2001;Yuan & Bers,
1994;Anderson et aï., 199$). De plus, CaMKII colocalise avec les canaux Ca(L) et
RyR cardiaques (Wu et al., 2001b;Braun & Schulman, 1995). L’activation des RyR
du muscle squelettique découle également de la phosphorylation par CaMKII
(Dulhunty et al., 2001;Bayer et al., 1998). D’ailleurs, l’augmentation de [Ca2] du RS
par CaMKII est obtenue à la fois par la phosphorylation de phospholamban qui retire
son effet inhibiteur sur la pompe Ca2-ATPase du RS (SERCA) (Singer et al.,
1996;Braun & Schulman, 1995) ainsi qu’une phosphorylation directe de SERCA qui
augmente davantage son activité catalytique (Li et al., 1998;Braun & Schulman,
1995).
Dans les CML, CaMKII module la contraction de par son rôle dans
l’homéostasie Ca2, mais également via l’appareil contractile. La phosphorylation de
la caldesmone, une protéine régulatrice de la contraction associée aux filaments fins
d’actine, a pour effet de diminuer sa liaison inhibitrice à la myosine (Braun &
Schulman, 1995). CaMKII peut également phosphoryler la MLCK afin de diminuer
sa sensibilité à Ca2/CaM et donc désensibiliser la MLCK aux stimuli contractiles
subséquents (Braun & Schulman, 1995).
o
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Section D. Calcineurine
Parallèlement à une protéine kinase dépendante de Ca2/CaM qui phosphoiyle
les résidus sérine et thréonine, les cellules de mammifères expriment également de
façon ubiquitaire une phosphatase ayant pour cible les mêmes résidus, la calcineurine
(CaN). Une particularité de cette phosphatase est qu’elle est également, tout comme
CaMKII, activée par le Ca2t et la CaM. CaN est de plus une protéine
multifonctionnelle avec des rôles dans la réponse immunitaire, la mémoire,
l’apoptose, etc (Perrino & Soderling, 1998;Sugiura et aï., 2001;Rusnak & Mertz,
2000;Ferri et al., 2000).
D.] Structure de la caïcineurine
Isolée à l’origine du cortex de boeuf, la calcineurine (CaN) est un
hétérodimère composé d’une grosse sous-unité, la CaNA, ainsi que d’une plus petite,
la CaNB. Même à des [Ca2] inférieures à 100 nM, le deux sous-unités sont liées,
mais l’enzyme est inactive. La structure cristalline de CaN a été résolue lorsque lié
avec le complexe cyclosporine A!cyclophiline A (CsAJCypA) (figure l.D.1-1) (lin &
Harrison, 2002) et avec FKBP12/FK506 (Kissinger et al., 1995) à une résolution
allant jusqu’à 3.1 À. La séquence en acides aminés de la CaN est fortement conservée
entre les espèces, allant de la levure à l’humain (Klee et al., 1998) (pour références
(Hill-Eubanks et al., 2003;Antoni et aï., 1998;Hemenway & Heitman, 1999;Herzig &
Neumann, 2000;KIee et aï., 1998;Perrino & Soderling, 1998;Rusnak & Mertz,
2000;Sugiura et al., 2001;Matsuda & Koyasu, 2000).
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Jusqu’à présent, 3 isoformes de la CaNA ont été identifiées (et, f3 et y) chez les
mammifères et sont le produit de trois gènes différents (Klee et al., 1998;Perrino &
Soderling, 199$;Herzig & Neumaim, 2000). Il y a une forte homologie (83-89%)
entre les isoformes, à l’exception des extrémités arnino- et carboxy-terminales dont
les fonctions sont inconnues pour le moment (Perrino & Soderling, 199$). La
particularité principale de CaNA est sans aucun doute le fait qu’elle possède à la fois
le domaine catalytique (résidus 7 1-325), le domaine régulateur et le site de liaison de
la CaNB et de la CaM (résidus 391-414) (Perrino & Soderling, 1998;Feng &
Stemmer, 1999).
Pour ce qui est de la CaNB, deux isoformes, produits de deux gènes
Figure 1.D.1-1 Structure de la caïcineurine
A. Représentation graphique du complexe formé de la CaN, la cyclophiline A et la
cyclosporine A. Calcineurine A (CNA): or; Calcneurine B (CNE): cyan; Cyclophiline A
(CyPA) : rouge; Cyclosporine A (CsA) : vert; Ions zinc et fer: rose; Ions calcium: rouge
(dans CNB). Les résidus de la calcineurin impliqués dans la liaison avec la CsAICyPA sont







différents, ont été rapportées, CaNB1 et CaNB2 (Perrino & Soderling, 199$;Herzig
& Neumann, 2000). Cette dernière n’est toutefois exprimée que dans les testicules,
tout comme la CaNA y (Perrino & Soderling, 1998). La CaNB est une protéine de
type «EF-hand », tout comme la CaM, et sa structure secondaire s’apparente à celle
de la CaM, ce qui lui permet de lier 4 ions Ca2 à la fois (Feng & Stemmer, 1999). Un
de ces sites a une haute affinité pour le Ca2 (K < 100 nM) et est pratiquement
toujours occupé, alors que les trois autres présentent des constantes de dissociation
entre 0.5 et 1 jiM et sont occupés suite à une augmentation de [Ca2] (Klee et al.,
1998). De plus, le site de haute affinité pour le Ca2 de la CaNE a une fonction
structurale très importante en permettant une plus grande stabilité de l’enzyme (Klee
et aÏ., 1998). La CaNE est également le site d’interaction des phospholipides, donc
du site de myristoylation associant la CaN à la membrane (Perrino & Soderling,
1998;Rusnak & Mertz, 2000).
D. 2 Mécanismes d ‘activation
L’activation particulière de la CaN requiert indépendamment la présence de
Ca2 et de CaM. Indépendamment puisque le Ca2 est, bien sûr, nécessaire à
l’activation de la CaM et à sa liaison subséquente avec la CaNA, mais surtout parce
que le Ca2 active directement la CaN en se liant à la sous-unité B et est nécessaire à
l’activation de CaN (figure l.D.2-1). En fait, la CaN est, de façon basale, sous une
forme auto-inhibée, tout conune CaMKII, le domaine régulateur de la CaNA
possédant une région considérée auto-inhibitrice (résidus 457-482). Parallèlement, le
repliement du domaine régulateur (résidus 374-389) fait en sorte que la région auto-






Figure 1.D.2-1 Activation de la calcineurine
Illustration du mécanisme d’activation et de l’inhibition de la calcineurine par le Ca2 et la
calmoduline. Sous la forme inactive, le domaine auto-inhibiteur de la calcineurine A
obstrue le site catalytique (Inactive). L’augmentation de la [Ca21, et la liaison du
complexe Ca2*/calmoduline relève l’autoinhibition de la CaNA (Active). La cyclosporine
A (complexée à la cyclophiline) inhibe la CaNA en se liant au site catalytique (inhibée).
CaNA: A; CaNB : B; Calmodutine: CaM; Tons Ca2: billes noires; Cyclosporine A:
CsA; Cyclophiline A : CyP.
inhibitrice obstrue l’accès au site catalytique de l’enzyme en s’y liant (Klee et al.,
1 99$;Perrino, 1999).
La liaison du Ca2 avec la CaNB induit une légère augmentation du Vmax
(vitesse maximale de réaction enzymatique avec une concentration saturante du
substrat), mais abaisse grandement le K,,, (concentration de substrat afin que la vitesse
de réaction enzymatique soit équivalente à la moitié de Vmax), ce qui se traduit par
une faible augmentation de l’activité de CaN (Klee et al., 1998;Hemenway &
Heitman, 1999). D’autre part, le Ca2 lié à la CaNB est nécessaire ou permissif à la
liaison de la CaM à la CaN (Perrino & Soderling, 1998).
L’association du complexe Ca2/CaM à CaNA (résidus 390-414) induit un
changement conformationnel du domaine régulateur, relevant ainsi l’auto-inhibition
Inactive
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O exercée et exposant le site catalytique de l’enzyme (Klee et aï., 1998;Perrino &
Soderling, 1998). La liaison de la CaM augmente jusqu’à 10 fois l’activité de
l’enzyme tout en n’ayant aucun effet sur le K1 (Klee et aï., 1998). Donc, la formation
du complexe CaNA-CaNB-CaM en présence de Ca2 augmente de 100 à 200 fois
l’activité basale de la CaN sans pour autant affecter son affinité pour les substrats.
Toutefois, la liaison entre la CaN et la CaM dépend énormément du Ca2t. En
présence de Ca2, la CaM possède une très forte affinité pour la CaN. De fait, et
compte tenu que la CaM est activée par des [Ca2] de 0.3-1 iM, en présence de 1
jtM CaM, les [Ca2] d’une cellule stimulée sont suffisantes pour activer CaN
(Perrino & Soderling, 1998;Hemenway & Heitman, 1999). L’ablation du segment
auto-inhibiteur et de quelques résidus supplémentaires en amont (résidus 420-482)
rend la CaN indépendante du Ca2 et de la CaM et donc, constitutivement active
(Perrino et aÏ., 2002).
La phosphorylation in vitro de la CaN par CaMKII, PKC et caséine kinase I et
11 a été rapportée (Hemenway & Heitman, 1999). Elle peut toutefois être empêchée
par la présence de Ca2/CaM, ce qui indique que le site de phosphorylation est
probablement adjacent au site de liaison de Ca27CaM (Hemenway & Heitman,
1999). Une telle phosphorylation, bien que jamais rapportée in vivo, inhibe l’activité
catalytique de CaN soit en doublant le K1 oct en diminuant de 50% te Vmax, selon le
substrat.
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c D.3
Tout comme pour CaMKII, des inhibiteurs de CaM peuvent être utilisés, mais
leur action n’est pas spécifique. Toutefois, deux principaux composés structuralement
très différents sont généralement utilisés pour inhiber CaN. Il s’agit de la
Cyclosporine A (CsA), un composé peptidique cyclique d’origine fongique et le
FK506, une lactone macrocyclique isolée d’une toxine bactérienne (BuÏtynck et aï.,
2000;Jin & Harrison, 2002;Matsuda & Koyasu, 2000). Dans les deux cas, l’action de
l’agent pharmacologique nécessite l’interaction avec des protéines endogènes, des
immunophilines, la cyclophyline A (CyP) et la FKBP12 (pour la CsA et le FK506,
respectivement). Ces deux protéines, tout comme leurs ligands, sont très différentes
tant sur le plan de la séquence en acides aminés que sur la structure
tridimensionnelle. Malgré leurs différences, les deux complexes (CsAICyP et
FK506/FKBP12) lient le même site de la CaN, soit à l’interface de la CaNA et CaNB
(figure 1.D.l-1) (Perrino & Soderling, 1998). Avec une 1C50 in vitro pour les
complexes de 109M, cette inhibition n’est aucunement compétitive avec le substrat
(Perrino & Soderling, 1998). Quoiqu’il en soit, ces composés ont malheureusement
certains effets non spécifiques.
L’immunophiline de 12 kDa, FKBP12, est également impliquée dans la
régulation de la libération du Ca2 intracellulaire. En plus d’être un ligand pour le
FK506 et ainsi inhiber la CaN, elle fait partie intégrante des TP3R et des RyR du
muscle squelettique et des RyR des myocytes cardiaques (Bultynck et al.,
2000;Carmody et aï., 2001;Cameron et al., 1995;Mackrill, 1999;duBell et al., 1998).
(3 Par conséquent, l’exposition de la cellule au fK506 affecte la libération des réserves
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intracellulaires en augmentant la probabilité d’ouverture des RyR et leur temps
d’ouverture (Bultynck et aÏ., 2000). La protéine stabilise le RyR et est responsable de
la rectification du courant attribué aux RyR (Bultynck et al., 2000). D’autre part, le
FK506 induit une augmentation de [Ca2j en inhibant la pompe Ca2-ATPase
(SERCA) du RS (Bultynck et aÏ., 2000).
La CsA, lorsqu’elle s’associe à la CyP, modifie son activité enzymatique
endogène et ceci de façon indépendante à son action sur la CaN (rôle dans le
repliement protéique (Jin & Harrison, 2002;Matsuda & Koyasu, 2000)) pour s’en
servir afin d’inhiber la CaN. De plus, la CsA est néphrotoxique puisqu’elle augmente
la réabsorption tubulaire sodique ainsi que la perte de Mg2 tout en provoquant une
défaillance de la sécrétion de molécules organiques (Gordjani et al., 2000). Elle cause
également une vasoconstriction qui n’est pas reliée à son effet sur la CaN puisque le
même effet est observé par l’administration de Cyclosporine H (CsH), analogue
inactif de la CsA (Avdonin et al., 1999). Bien que la CsA (dose thérapeutique de 0.1
à 10 tM) n’affecte pas la [Ca2j basale, elle potentialise l’augmentation de {Ca2]1
suite à la stimulation par l’AngII (Avdonin et al., 1999). La vasoconstriction induite
par la CsA est responsable des principaux effets secondaires de la drogue, soit
l’hypertension artérielle et la défaillance rénale (Frapier et al., 2001). L’injection
intracoronariemie de CsA chez le chien provoque une vasoconstriction endothélium
dépendante et des mécanismes myogéniques (Khalil et al., 1996;Frapier et al., 2001).
La CaN est également inhibée par l’acide okadaïque et la microcystine avec
des 1C50 de 300 nM et 0.2 jiM, respectivement (Rusnak & Mertz, 2000). Ces deux
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composés inhibent aussi la PP 1 et la PP2A, mais à des concentrations différentes de
celles affectant la CaN (Rusnak & Mertz, 2000).
D.4 Rôles physiologiques
La distribution ubiquitaire et le haut niveau d’homologie de la levure à
l’humain d’une protéine telle que la CaN suggèrent que cette protéine joue des rôles
aussi divers qu’importants. D’ailleurs, mis à part son effet fort connu sur la régulation
de la transcription de l’interleukine 2 (IL-2) et donc son rôle dans le système
immunitaire, la CaN est également impliquée dans l’hypertrophie cardiaque, la
mémoire et la régulation de l’activité de canaux ioniques.
L’IL-2 joue un rôle majeur pour l’activation des lymphocytes T (Sugiura et
aÏ., 2001). La transcription de IL-2 nécessite le fonctionnement de NFAT (Nuclear
Factor for Activated I-lymphocyte) (Sugiura et al., 2001). Cette protéine NFAT est
phosphorylée par la PKA, ce qui empêche sa translocation dans le noyau pour
effectuer la transcription. La CaN, en déphosphorylant NFAT, permet sa
translocation au noyau et joue ainsi un rôle dans la transcription génique (Hill
Eubanks et aï., 2003 ;Hemenway & Heitman, 1999).
Le coeur d’une souris transgénique chez laquelle la CaN est constimtivement
active et spécifiquement exprimée dans les cardiomyocytes est de deux à trois fois
plus gros que celui d’une souris normale (De Windt et al., 2000). Les inhibiteurs de
la CaN, CsA et FK506, diminuent l’hypertrophie de cardiomyocytes néonataux en
culture induite par l’AngII ou la phényléphrine (PE) (Molkentin et al.,
C’ l998;Goldspink et aÏ., 2001). Ces inhibiteurs réduisent également l’hypertrophie ou
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O la dilatation de trois différents modèles transgéniques de cardiomyopathie (Sussman
et aL, 1998). De plus, l’activité de la CaN est augmentée jusqu’à 32 fois suite à une
hypertrophie due à une surcharge de pression et l’hypertrophie est partiellement
renversée par l’administration de CsA (Lim et aÏ., 2000). Par contre, dans certains
cas, quelques patients sous traitement avec la CsA ont développé une hypertension et
une hypertrophie cardiaque (Leinwand, 2001). La néphrotoxicité proscrit également
l’utilisation de CsA comme prophylactique (Leinwand, 2001).
La CaN est aussi impliquée dans le contrôle de l’excitabilité neuronale en
contrôlant l’activité de canaux ioniques, la libération de neurotransmetteurs, la
plasticité synaptique et la transcription génique (Perrino & Soderling, 199$). Par
exemple, la CaN altère les propriétés de «gating» des récepteurs NMDA et en
promouvoit la désensibilisation en plus de supprimer l’exocytose du glutamate des
terminaisons présynaptiques.
L’interaction de la CaN avec Bd-2 et la déphosphorylation de BAD, deux
protéines impliquées dans l’apoptose, a été rapportée et suggère un rôle pour
l’enzyme dans ce processus de mort cellulaire programmée (Perrino & Soderling,
199$;Ferri et aÏ., 2000). D’ailleurs, ET-1 inhibe l’apoptose des cardiomyocytes via la
CaN (Kakita et aÏ., 2001).
Plusieurs canaux ioniques sont la cible de CaN. D’ailleurs, dans les cellules
neuronales tout comme dans les CML, la CaN inhibe les courants Ca(L) en participant
à l’inactivation Ca2-dépendante (Perrino & Soderting, 1998;Herzig & Neumann,
2000). Mais il y a aussi un effet direct inactivateur du Ca2 sur le canal.
L’implication de la CaN dans la modulation des IP3R est à la fois directe et indirecte,
C
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soit par la déphosphorylation du récepteur et son expression (Klee et al., 199$).
Conjointement à CaMKII, l’entrée de Ca2 provoquée par l’activation des récepteurs
NIVIDA activera la CaN. Par contre, l’enzyme inhibe ensuite les GABAA et les
récepteurs Kainate, un sous-type de récepteurs au glutamate (Dingledine et al., 1999).
La CaN est également impliquée dans une rétroaction négative pour les récepteurs
NMDA en diminuant le temps d’ouverture du récepteur-canal. Contrairement à la
PKC, la CaN diminue la conductance des RyR alors que la Na/K ATPase est
activée par la CaN (directement et indirectement via DARP32, une phosphoprotéine
régulée par l’AMPc et la dopamine) (Gordjani et aï., 2000;Perrino & Soderling,
1998;Hemenway & Heitman, 1999).
«Inhibitor-l » et DARP32 sont des protéines qui inhibent la phosphatase PP1
à des concentrations de l’ordre du nanomolaire lorsque activées par PKA. Or, la
déphosphorylation de «inhibitor- 1» par CaN inactive cette protéine, ce qui relève
son effet inhibiteur sur PP 1. Par conséquent, la CaN active PP 1, mais de façon
indirecte (Perrino & Soderling, 1998;Hemenway & Heitman, 1999).
G
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Section E : Justification et objectifs
Les canaux CiCa jouent un rôle prépondérant dans la dépolarisation et la
contraction des cellules musculaires lisses vasculaires et, par conséquent, dans le
tonus vasculaire en réponse à des hormones et des neurotransmetteurs
vasoconstricteurs. L’identité moléculaire du gène codant pour ClCa n’étant pas encore
définie, ta caractérisation de ces canaux est limitée aux cellules natives. L’affinité du
canal pour le Ca2 a été évaluée dans certains tissus (trachée, cellules acinaires)
(Arreola et aï., 1996;Giovannucci et aï., 2002;Wang & Kotlikoff, 1997b) mais peu de
données sont disponibles sur le muscle vasculaire (Pacaud et al., 1992). De plus, la
disparité entre les différentes techniques utilisées pour étudier CICa rend la
comparaison entre les différents tissus et espèces plus difficile. De même, peu
d’informations sont disponibles sur ClCa malgré les différences entre les types
vasculaires (artère et veine) et leurs fonctions. Par exemple, la veine porte de lapin a
la particularité de présenter des potentiels d’action, l’artère pulmonaire principale est
une artère de gros calibre ayant pour but d’amener le sang vers les artères
pulmonaires secondaires et artérioles irrigant les poumons alors que les artères
coronaires régulent l’apport sanguin au muscle cardiaque. Il est postulé que les
propriétés biophysiques, fonctionnelles et régulatrices de Cï’a diffèrent entre les
myocytes de la veine porte, des artères pulmonaires et coronaires de lapin.
o
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Donc, les objectifs spécifiques de la première partie de cette étude seront:
• Comparer l’expression fonctionnelle entre les trois tissus
vasculaires en utilisant trois méthodes différentes pour étudier ClCa,
soit en configuration «patch-perforé» avec amphotéricine B ou
nystatine (300 tg/ml): 1) l’utilisation du courant Ca2 ou 2) de la
libération du Ca2 contenu dans le RS par la caféine, soit 3) par la
dialyse en configuration «cellule entière» d’uife [Ca2] fixe et
connue.
• Évaluer les propriétés biophysiques de Cla de myocytes artériels
et veineux en procédant à la dialyse cytoplasmique d’une [Ca2] fixe
et connue.
• La même technique sera également utilisée afin d’évaluer la
dépendance au Ca2 de Cla de myocytes d’artères coronaires de
___________-
lapin.
L’étude des rôles physiologiques de Cla requiert l’utilisation d’outils
pharmacologiques. Or, Piper et al. (2002 et 2003) ont démontré récemment que
certains inhibiteurs des Cla, et particulièrement l’ANF, auraient la propriété
surprenante d’activer ces mêmes canaux sur des cellules musculaires lisses de l’artère
pulmonaire de lapin lorsqu’ils sont en présence d’une {Ca2j élevée fixe (Piper &
Greenwood, 2003;Piper et al., 2002). Des résultats préliminaires obtenus au
laboratoire ont mis en évidence un phénomène similaire au niveau des myocytes
coronaires de lapin. Bien qu’intéressants et nouveaux, les résultats de Piper et al.
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(2002) ont offert peu d’information sur la dépendance temporelle de l’état stimulé des
Cla par l’ANF et comment celle-ci est influencée par le potentiel transmembranaire.
De plus, la dépendance de la stimulation en fonction de la concentration de 1’ANF
n’a pas été examinée par ce groupe. Nous pensons qu’une meilleure compréhension
de ce phénomène pourrait fournir des informations essentielles sur le fonctionnement
_____________-
et éventuellement sur la structure moléculaire de ce canal. La stimulation par l’ANF
des canaux ClCa pourrait être utilisée comme signature dans la caractérisation
moléculaire de la ou des protéines responsables de l’activité de ce canal au niveau des
cellules natives, et possiblement fournir de l’information sur les protéines accessoires
qui régulent le canal puisque la stimulation par l’ANF pourrait être causée par une
interaction avec une protéine distincte du pore.
Donc, en procédant à la dialyse d’une solution contenant une [Ca2i fixe et
connue, les objectifs spécifiques de la seconde partie de cette étude seront:
• Détecter l’effet stimulant de l’ANF sur les canaux Cla des cellules
musculaires lisses de l’artère coronaire de lapin et comparer ses
propriétés avec celles rapportées au niveau des myocytes pulmonaires de
la même espèce.
• Déterminer quantitativement les propriétés biophysiques et les
dynamiques de ce phénomène en utilisant un système de superfusion rapide
qui permet une exposition contrôlée à l’ANF (temps et concentration).
• Tenter de modéliser le phénomène de stimulation par l’ANF.
CHAPITRE 1: INTRODUCTION____________________________________ 90
C
Les canaux CYCa des cellules musculaires lisses semblent être activés
directement par la liaison du Ca2 à la protéine formant le canal (Piper & Large,
2003), tout comme le courant CF de cellules sécrétrices de mammifère (Arreola et aï.,
1996) et des oocytes de Xenopus (CaÏlamaras & Parker, 2000;Kuruma & Hartzell,
2000). Ceci diffère des canaux CF activés par le Ca2 des cellules épithéliales qui
sont activés par une phosphorylation Ca2-dépendante via CaMKII (FulÏer et aï.,
1994). Par contre, des travaux récents suggèrent que Cla des cellules musculaires
lisses soient modulés par la phosphorylation. Dans les myocytes de trachée et d’aorte,
1+
‘Cl(Ca) induit par la liberation de Ca contenu dans le RS recupere plus rapidement
que le courant Ca2 transitoire concomitant (Wang & Kotlikoff, 1997a;Hirakawa et
aÏ., 1999). Toutefois, la différence entre les deux décours temporels (ICI(Ca) et la
libération Ca2j disparaît suite à l’inhibition de CaMKII (Wang & Kotlikoff 1997a).
De plus, le rôle majeur de Cica dans le tonus vasculaire suppose une fine
régulation de cette conductance comme le suggère également le phénomène de
« rundown» en condition de «patch» excisé (Hirakawa et aï., 1999;Morris &
frizzell, 1993a). D’ailleurs, des études préliminaires au laboratoire ont suggéré une
régulation de Cla de la veine porte de lapin par CaMKII (Leblanc & Lupien, 1997)
alors que presque simultanément, Wang & Kotlikoff (1997) démontraient une
inhibition de CiCa par cette même enzyme (Wang & Kotlikoff, 1997a). Toutefois,
aucune étude portant sur la régulation de ce canal dans le muscle lisse vasculaire n’a
jusqu’à présent été réalisée (Wang & Kotlikoff, 1997a). Selon les résultats
o
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préliminaires obtenus au laboratoire, il est postulé qu ‘une phosphoiyÏation par
CaMKJI devrait inhiber le courant ClCa des cellules musculaires lisses vasculaires.
La phosphorylation des canaux CiCa ou d’une protéine régulatrice par
CaMKII implique que ces canaux soient régulés par au moins une phosphatase.
Parmi les différents types de phosphatases, la calcineurine (CaN) est activée par le
2+ .Ca dans une gamine de concentrations physiologiques. De plus, la calcineunne est
souvent associée à des fonctions similaires à CaMKII telles que la mémoire (Lisman
et al., 2002;Rongo, 2002;Perrino & Soderling, 199$) ou l’hypertrophie cardiaque
(Zhu et aï., 2000;De Windt et al., 2000). L’implication de cette phosphatase dans la
régulation d’une conductance anionique, à l’exception du cerveau, est encore
inconnue. Si une phosphorylation par CaMKH inhibe les canaux ClCa, Une
déphospho;ylation par la CaN pourrait stimuler la conductance activée par le ca2.
Par ailleurs, la CaN est un hétéromultimère où la sous-unité catalytique, la
calcineurine A (CaNA) existe en trois isoformes différentes (et, f3 et y) issues de
gènes différents et ayant chacune des substrats distincts. Par conséquent, les objectifs
principaux de ces troisième et quatrième parties de cette étude porteront sur les effets
d’enzymes sensibles au Ca2, sur les propriétés biophysiques des canaux C1 activés
par la Ca2 et sur les mécanismes d’action impliqués.
o
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En dialysant les myocytes avec une solution contenant une [Ca2] fixe et
connue, les objectifs spécifiques de ces troisième et quatrième parties seront:
• Déterminer l’implication d’une phosphorylation par CaMMI sur le
courant CiCa à l’aide du KN-93, un inhibiteur spécifique pour CaMKII, et un
peptide inhibiteur (ARIP) hautement spécifique pour l’enzyme. De plus, la
dialyse d’une forme constitutivement active de CaMKII sera introduite dans
la pipette.
• En utilisant les mêmes techniques, comparer l’action de CaMMI sur ClCa
des artères pulmonaire et coronaire et sur ta veine porte de tapin.
• Déterminer l’implication d’une phosphatase dépendante du Ca2, la CaN,
dans la modulation de Cla à l’aide d’inhibiteurs pharmacologique (CsA) et
peptidique (CaN-AF) de même que par la dialyse d’enzymes constitutivement
actives.
• En utilisant des techniques immunocytochimiques et par la dialyse
d’isoformes actives de la CaN, déterminer si l’action de la CaN dépend de
l’isoforme.
e
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C
Isolation cellulaire
Les cellules musculaires lisses furent fraîchement isolées de la veine porte
(VP), des artères coronaires descendantes gauches et circonflexes (AC) et des artères
pulmonaires principales (AP) de lapin albinos New Zealand (2-3 kg). Les animaux
ont été sacrifiés en utilisant une dose létale d’anesthésique (penthiobarbital)
administrée via la veine de l’oreille (2 mg/kg) en accord avec les réglementations
canadienne, américaine et britannique sur la manipulation des animaux. Suivant la
dissection et l’excision du tissu conjonctif et adipeux, les tissus furent incubés dans
une solution saline physiologique (SSP) contenant 50 jaM CaCl2 à 37 oc pendant 10
minutes (VP et AP) ou 10 tM CaC12 à la température de la pièce pendant 30 minutes
(AC) pour ensuite être coupés en petits morceaux d’environ 1-2 mm. La veine porte
était incubée dans du SSP (0 [ca2j) contenant 0.3 mg/ml de protéase type VIII
pendant cinq minutes suivi de 1 mg/ml de collagénase type II ou lA pendant 10
minutes. L’AP était incubée dans du SSP (0 [ca2j) en présence 1 mg/ml de papaine,
0.15 mg/ml de dithiothréitol (DTT) et 2 mg/ml d’albumine de sérum de bovin (BSA)
pendant 20 minutes à 35 oc ou à 4 °C pendant 12 heures. L’AC était exposée à du
SSP (0 [Ca2j) contenant 1 mg/ml de collagénase de type lA ou de type 2 et 0.05
mg/ml de protéase type XXVII pendant 20-25 minutes à 35 °C. Les différents
protocoles d’isolation furent adaptés afin d’obtenir la plus grande qualité selon
chacun des types vasculaires, ce qui explique l’utilisation de trois protocoles
différents. Par contre, pour tous les tissus, suivant deux lavages dans du SSP, les
cellules de chacun des tissus étaient dispersées par une douce agitation à l’aide d’une
Q
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pipette Pasteur de gros calibre dans du SSP. Les cellules furent entreposées à 4 °C et
utilisées dans les six heures suivant l’isolation.
Etectrophvsiologie
Les expériences ont été réalisées à 30 oc ou à la température ambiante de la
pièce (20-23 °C) tel qu’indiqué. Tous les courants ont été enregistrés à l’aide de la
technique de «patch-clamp» en configuration cellule entière en utilisant le logiciel
CED (cainbridge Electronic Design, Cambridge, G.-B.) et l’amplificateur List ou la
série de logiciels pClamp (version 8.2) et l’amplificateur Axopatch-1D ou Axopatch
200A. Les micropipettes furent étirées avec une étireuse à micropipette et polies avec
une microforge pour obtenir un embout d’environ 1 tm de diamètre et donc une
pipette de résistance entre 2 et 4 MQ tel qu’évalué avec les solutions Il (Cs et TEA)
et B (0 K et TEA). Pour certaines expériences avec la VP et l’AP (figures 3.A.2 et
3.C.2), les courants ICI(Ca) furent enregistrés avec la technique de «patch-clamp» en
configuration patch perforé (amphotéricine ou nystatine; 300 tg/ml, voir Appendice
J) et furent induits par l’influx calcique via les canaux Ca(L). Dans ce cas, les
myocytes furent maintenus à —50 mV (AP) ou —70 mV (VP) et ensuite dépolarisés
pour 50 ms à +10 mV (VP) ou 200 ms à +20 mV (AP) afin de provoquer l’ouverture
des canaux Ca(L). Le Ca2 entrant par les canaux Ca(L) activait ensuite les canaux ClCa.
Puisque les canaux Ca(L) sont fermés par la repolarisation au potentiel de maintien,
ICI(Ca) était alors le courant entrant déclinant lentement suite à la repolarisation.
Enregistrée à une fréquence de 2.5 kHz, l’amplitude de ‘Cl(Ca) fut évaluée comme la
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C moyenne de 2 points (1 ms) mesurés 50 ms suivant le début de la dépolarisation. La
majorité des expériences avec les AP furent réalisées en présence d’une {Ca2]e 10
mM et en présence de Bay K 8644 (1 j.iM) afin d’augmenter l’amplitude du courant
Ca2. Pour les cellules de la VP, la [Ca2je fut maintenue à 1.8 mM en la présence de
1 tM Bay K 8644.
‘Cl(Ca) fut également enregistré en utilisant la technique de «patch-clamp» en
configuration cellule entière conventionnelle. Dans ce cas, la conductance anionique
sensible au niveau de Ca2 intracellulaire fut activée par la dialyse du milieu
intracellulaire avec la solution de la pipette de «patch» laquelle contenait une
concentration fixe et connue de Ca2 libre. Plusieurs protocoles différents de voltage
imposé furent utilisés. Les cellules furent maintenues à —50 mV, correspondant à une
valeur près du potentiel membranaire basal des myocytes vasculaires (Nelson et aï.,
1990;Casteels et aÏ., 1977), et les caractéristiques voltage-dépendantes furent étudiées
par une dépolarisation initiale à +70 mV ou +90 mV pour 1000 ms suivie d’une
repolarisation à —80 mV pour 750 ms afin d’avoir un courant macroscopique de plus
grande amplitude. La courbe exprimant la relation entre le courant enregistré et le
potentiel imposé (courbe IV) fut réalisée en faisant des sauts de potentiels à partir du
potentiel de repos (—50 mV) à des potentiels membranaires de —90 mV jusqu’à ±150
pour 1500 ms. L’amplitude des courants était évaluée comme la moyenne de 5 points
(5 ms, 1 kHz) immédiatement après le courant capacitif ( 30 ms suivant le début de
la dépolarisation) pour la composante instantanée ou à la fin du saut de potentiel
(1450 ms ou 950 ms suivant le début de la dépolarisation selon un saut de potentiel
0
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dépolarisant de 1500 ou 1000 ms, respectivement) dans le cas de la composante
soutenue.
Pour les expériences évaluant les effets dynamiques de Ï’ANF sur IC1(Ca), un
système de superfusion rapide était utilisé pour changer rapidement le milieu
extracellulaire du myocyte. Le temps d’échange complet a été évalué comme étant
inférieur à 300 ms en se basant sur des mesures de changement du potentiel de
jonction d’une pipette de «patch» lors du passage d’une solution contenant du NaCl
à une contenant du KC1. L’échange rapide des solutions externes était déclenché et
contrôlé par ordinateur (Pentium II) avec un système d’acquisition Digidata 12003
(Axon Instruments Inc.) et le logiciel Clampex de la série pClamp (version 8.2).
Solutions et Composés Chimiques
Toutes les expériences en patch perforé se sont déroulées en présence des
solutions internes et externes I et A décrites à l’Appendice I. Pour les autres
expériences avec l’AP et certaines avec l’AC (tel qu’indiqué), les courants générés
par l’activité des canaux Cl furent étudiés en utilisant la solution externe 3 et
interne II décrites à l’appendice I. Les autres expériences avec l’AC furent réalisées
avec les solutions externes C ou D, soit en utilisant le BAPTA (solution C) ou
1’EGTA (solution D) comme chélateur calcique tel qu’indiqué dans les résultats. Les
solutions de pipette utilisées pour ces expériences sont les solutions III ou W, tel
qu’indiqué. Les tCa2t]i furent ajustées à des niveaux fixes par addition des montants
appropriés de CaC12 et de MgCÏ2. Il est à noter que la {Ca2j libre de ces solutions a
été mesurée à l’aide d’une électrode sensible au Ca2 (modèle 93-20, Thermo Orion,Q
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Beverly, MA, USA) et de solutions de calibration (CALBUF-2, World Precision
Instruments, lic. Sarasota, FL, USA). Une très bonne corrélation entre les valeurs
prédites par le logiciel WiiiMaxC (version 2.1; gratuiciel;
http://www.stanford.edu/-cpatton) et les valeurs obtenues fut observée (t. < 20%).
Étant donné la proximité de ces valeurs, le fait qu’il était impossible de mesurer les
solutions à 30°C (puisque les solutions de calibration étaient ajustées à +20°C) et que
la composition de ces solution de calibration n’est pas la même que nos solutions,
nous estimons justifié d’utiliser les valeurs calculées par WinMaxC. Puisque les
propriétés de ICI(Ca) et les effets induits par le KN-93 étaient quantitativement
similaires, toutes les données expérimentales de AC pour les expériences avec le KN
93 réalisées à une même température furent mises en commun et exprimées en tant
que pourcentage moyen du changement.
Pour les expériences ayant pour but d’évaluer le potentiel d’inversion du
courant enregistré, le potentiel d’équilibre théorique du C1 fut déplacé vers des
potentiels plus négatifs par le remplacement du NaC1 extracellulaire par du NaSCN,
le pore de Cla étant plus perméable aux ions SCN qu’aux ions CF ( 5 fois). Le
potentiel de jonction fut minimisé par l’utilisation d’un pont d’agar (contenant du
NaCÏ) entre le bain et l’électrode de référence.
Toutes les enzymes furent achetées chez Sigma Chemical Company (St
Louis, MO, USA) à l’exception de la collagénase type 2 qui fut obtenue de
Worthington (Lakewood, NI, USA). L’acide niflumique (ANF), la nifédipine, la
cyclosporine A et le fragment auto-inhibiteur de la CaN (CaN-AF) proviennent de
Sigma Chemical Company alors que le Bay K 8644 et le KN-93 furent achetés de la
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Q (AP) fut acheté chez Bachem Ltd (Norfolk, UK) et, tout comme le CaN-Af, était
ajouté à la solution interne sous forme de poudre pour une concentration finale de 1
j.tM (et de 5 tM pour le CaN-AF). Les expériences furent réalisées avec la solution
interne contrôle en alternance avec la même solution interne contenant le peptidc.
La CaMKII et la CaNA (isoformes cx et [3) constitutivement actives furent
gracieusement fournies par le Dr Brian Perrino (Université du Nevada, Reno, NV,
USA). La sous-unité cx de CaMKII du cerveau de rat fut exprimée dans la lignée
cellulaire Sf9 infectée par le baculovirus en tant qu’enzyme tronquée et
monomérique. L’enzyme fut ensuite convertie en sa forme constitutivement active
par autothiophosphorylation en présence de calmoduline (6 tM) et ATPyS (0.4 mM)
selon la méthode de Lledo et al. (Lledo et aL, 1995). L’autophosphorylation fut
confirmée par immunobuvardage en utilisant un anticorps contre la CaMKII
autothiophosphorylée. Les isoformes constitutivement actives furent générées par
l’introduction d’un codon d’arrêt dans l’ADNc de la sous-unité catalytique (CaNA)
causant ainsi la formation de sous-unités tronquées en carboxy-terminal du domaine
de liaison à la CaM et éliminant ainsi le domaine d’auto-inhibition. Pour les
expériences avec ces enzymes, les courants furent enregistrés sur plusieurs jours
différents en utilisant la solution interne contrôle (500 nM [Ca2’i) en alternance avec
la même solution contenant la CaMKII autothiophosphorylée (30 nM) ou la CaN A cx
ou [3(500 nM).
o
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O Immunofluorescence et immunocytochimie
CaN et CaMMI: Unc période d’une heure à 37°C (5% C02) était allouée
afin de permettre aux myocytes coronaires fraîchement isolés d’adhérer à des
lamelles préalablement enduites de laminine (15 mg/ml; Sigma Chemical Co.). Les
myocytes étaient initialement conservés dans la solution de dissection à faible [Ca2]
pour ensuite être incubés durant 15 minutes dans l’une des deux solutions suivantes
1) une solution identique à la solution C (voir Appendice f) contenant 1. $ mlvi CaC12
à l’exception que le TEA était remplacé par du KC1 (4.2 mM) et du KH2PO4 (1.2
mM) et 2) une solution qui permettait d’augmenter la [Ca2] du myocyte afin de
reproduire les conditions intracellulaires des expériences électrophysiologiques. Cette
dernière solution contenait de l’ionomycine ($0 nM) afin de perméabiliser la
membrane au Ca2 et la [Ca2] était fixée à 1 4M à l’aide de 10 mM EGTA et des
quantités appropriées de CaCI2 et MgCl2 calculées par le logiciel WinMaxC. Un
inhibiteur de la kinase des chaînes légères de la myosine (MLCK), le ML-7 (3 M)
était également utilisé afin d’empêcher la contraction des myocytes suite à la
perméabilisation au Ca2. Suivait alors l’étape de fixation des cellules au
paraformaldehyde 3% (pH 7.3; fraîchement préparée) et la perméabilisation avec le
triton x-100 0.2%. Après trois lavages de PBS, les myocytes étaient incubés dans 5%
de Sérum Normal de Chèvre (SNC, Jackson Imrnunoresearch Laboratories Inc.) et
2.5% de BSA pendant 30 minutes à la température ambiante de la pièce. Suivant des
lavages au PBS, les cellules étaient incubées avec l’anticorps monoclonal de souris
anti-CaN (Sigma Chemical Co.) à une dilution de 1:200 et un anticorps polyclonal de
lapin anti-CaMKII (Calbiochem, La Jolla, CA, USA) à une dilution de 1:100 pour
O
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O une heure à la température ambiante de la pièce (23 oC). Les anticorps primaires
étaient dilués dans du P135 contenant 2% de BSA et 1% de SNC. Des contrôles
négatifs étaient réalisés en répétant les étapes précédentes mais en omettant les
anticorps primaires. Les lamelles contenant les cellules étaient lavées trois fois avec
du PBS et exposées à un anticorps anti-souris couplé au FITC (Jackson
Immunoresearch Laboratories Inc.) à une dilution de 1:500 et un anticorps anti-lapin
couplé au CyS (Jackson Immunoresearch Laboratones Inc.) à une dilution de 1:500
pendant une heure à la température ambiante dans une pièce sans lumière. Les
anticorps secondaires sont originaires de la chèvre et dilués dans 2% de BSA et 1%
de sérum normal de chèvre. Suivant trois lavages dans le PBS, les lamelles étaient
installées sur des lames pour microscopes en utilisant du diazabicyclol [2.2.2] octane
(DABCO) 0.2% dilué 1:1 dans du glycérol. Les myocytes coronaires étaient observés
en utilisant un objectif à l’huile 60X (ouverture numérique=1.4) sur un microscope
Axiovert 100M de Zeiss associé à un système de balayage confocal LSM5 10 équipé
de logiciels d’acquisition et d’analyse d’images (lena, Allemagne). Les lasers Argon
(48$ nm) et Hélium-Néon (633 nm) étaient utilisés pour observer les anticorps
secondaires jumelés au FITC et Cy5, respectivement.
CaN AŒ et CaN Af3: Ce protocole consistait à laisser les cellules
musculaires lisses fraîchement isolées d’artères pulmonaires adhérer pendant une
heure à 37°C (5% C02) à des lamelles préalablement enduites de laminine (15
mg/ml; Sigma Chemical Co.). Les myocytes étaient initialement conservés dans la
solution de dissection a faible [Ca ] pour ensuite subir un traitement semblable aux
myocytes coronaires mentionnés ci-haut à l’exception que la [Ca2j de la solution
O
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EJ externe était fixée à 500 nM. Suivait alors l’étape de fixation des cellules au
paraforrnaldéhyde 3% (pH 7.3; fraîchement préparé) pendant 20 minutes à la
température ambiante de la pièce (23 °C). Après trois lavages de P35, les myocytes
étaient incubés dans 5% de sérum normal d’âne (SNA; Jackson Imrnunoresearch
Laboratories Inc.) et perméabilisés avec le Triton X-100 0.2% pendant 45 minutes à
la température ambiante de la pièce. Suivant des lavages au PBS, les cellules étaient
incubées avec l’anticorps monoclonal de souris anti-CaN Aa (Santa Cruz) à une
dilution de 1:50 et un anticorps polyclonal de lapin anti-CaN Af3 (Santa Cruz) à une
dilution de 1:50 pour la nuit à +4 °C. Les anticorps primaires étaient dilués dans du
PBS contenant 1% SNA et 0.04% Triton. Des contrôles négatifs étaient réalisés en
répétant les étapes précédentes, mais en omettant les anticorps primaires. Les
lamelles contenant les cellules étaient lavées trois fois avec du PBS et exposées à un
anticorps anti-souris couplé au Cy5 (Molecular Probes) et un anticorps anti-lapin
couplé au TriTC (Molecular Probes) à une dilution de 1:400 pendant une heure à la
température ambiante dans une pièce sans lumière. Les anticorps secondaires sont
originaires de la chèvre et dilués dans 1% SNA et 0.04% Triton. Suivant trois lavages
dans le PBS, les lamelles étaient installées sur des lames pour microscopes en
utilisant du diazabicyclol [2.2.2] octane (DABCO) 0.2% dilué 1:6 dans du glycérol.
Les myocytes pulmonaires étaient observés en utilisant un objectif à l’huile 60X
(ouverture numérique=1.4) sur un microscope Axiovert 100M de Zeiss associé à un
système de balayage confocal LSM51O équipé de logiciels d’acquisition et d’analyse
d’images (lena, Allemagne). Les lasers Hélium-Néon (546 et 633 nm) étaient utilisés
pour observer les anticorps secondaires jumelés au TriTC et Cy5, respectivement.
C
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C
Immun obuvardage
Les myocytes d’artères pulmonaires étaient homogénéisés et 50 ig du
surnageant (centrifuge 1000 x g) fut séparé par SDS-PAGE 10% et électrotransféré
sur des membranes de nitroceÏlulose. Les concentrations de protéines étaient
déterminées par un test de Bradford utilisant la globuline y de bovin comme
référence. Les transferts étaient exposés aux anticorps primaires de chèvre anti-CaNA
u ou anti-CaNA f3 (dilution 1:10 000), suivis par des anticorps de lapin anti-IgG de
chèvre (dilution 1:50 000) conjugés à la peroxidase de raifort. L’immunodétection a
été réalisée avec ECL Advance (Amersham) et les images (format TIFF) étaient
assemblées avec un système d’imagerie équipé d’une caméra CCD (Labworks, UVP
Inc.). Les images TIFF étaient ensuite analysées et traitées en utilisant Adobe
Photoshop 4. La densitométrie a été réalisée en utilisant Un-Scan-It (Silk Scientific).
Simulations informatiques
L’interaction entre l’ANF et CiCa a été simulée en utilisant des modèles
cinétiques de la chaîne de Markov qui étaient résolus numériquement par le logiciel
Axon Engineer (version 2.llc, Aeon Software Inc., Madison, WI, USA) sur un
ordinateur Pentium III. Les simulations duraient jusqu’à 30 secondes et débutaient à
un potentiel de maintien dc —50 mV en condition non stationaire. Des équations
différentielles étaient résolues simultanément par la méthode d’intégration numérique
Gear en utilisant un temps croissant de 10 ts. Les paramètres spécifiques et les
équations utilisées dans les simulations sont énumérés à l’Appendice II.
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Analyses statistiques
Toutes les données sont exprimées en tant que moyenne de n cellules ± s.e.m.
Le logiciel Microcal Origin (version 5.0, Northampton, MA, USA) était utilisé pour
établir les courbes et en estimer les paramètres alors que Statistica 99 pour Windows
(version 5.5, Tulsa, OK, USA) était utilisé pour déterminer la différence statistique - -
entre les moyennes individuelles en utilisant le test t de Student (pairé ou non pairé)
ou une analyse de variance [simple (ANOVA) ou multiple (MANOVA) suivie d’un
test post-hoc Fisher LSD pour mesures répétées] tel que spécifié dans le texte. F <
0.05 était considéré comme différent statistiquement.
o
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Section 3.A - (aractérisation du courant anionigue des myocytes vasculaires
Les courants Cf activés par le Ca2 (ICI(Ca)) des myocytes d’artères coronaires
(AC), pulmonaires (AP) et de la veine porte (V?) de lapin furent enregistrés à l’aide
de trois techniques différentes, soit 1) le «Ca2tClamp », 2) l’influx calcique via les
2+
canaux Ca(L) et 3) la liberation du Ca contenu dans le reticulum sarcoplasmique par
une exposition à la caféine. Afin de minimiser la contamination du courant enregistré
par la présence d’autres conductances (par exemple BKa), toutes les expériences ont
été réalisées en absence de K et en présence d’inhibiteurs de canaux Kt à la fois
intracellulaire (TEA=20 mM et Cs=20-126 mlvi) et extracellulaire (TEA=5.4-10
mM) (voir Chapitre 2 Matériels et méthodes). Le Ca2-Clamp est une méthode où le
myocyte est dialysé avec une solution contenant un chélateur calcique (10 mlvi) tel
que EGTA ou RAPTA à laquelle est ajoutée une quantité de Ca2 suffisante pour
obtenir une {Ca2] libre entre 250 nM et 1 tM (Chapitre 2 Matériels et méthodes).
Le courant ‘Cl(Ca) était stable trois à cinq minutes après l’obtention de la configuration
cellule entière et demeurait stable pour toute la durée de l’expérience, soit plus de 20
minutes. Nos résultats montrent que le courant induit présente des caractéristiques
dépendantes du potentiel membranaire semblables à celles présentées dans d’autres
types cellulaires (par exemple: (Arreola et al., 1996;Voets et al., 1997)). Ainsi une
dépolarisation supérieure à +10 mV induit un ‘Q(Ca) présentant une activation lente
alors que la repolarisation de la membrane provoque la fermeture lente des canaux
Cla. Le courant ‘Cl(Ca) démontre donc des cinétiques lentes d’activation et de
déactivation. Trois composantes de IC1(Ca) ont été mesurées, soit les







Figure 3.A.1 C’aractérisation du courant anion ique des cellules musculaires lisses artérielles et
veineuses de lapin dialysées avec 500 nM [C’aJ,
A. Exemple de tracés représentatifs enregistrés dans des myocytes d’artéres pulmonaires (a), coronaires
(b) et de la veine porte (VP; c) de lapin dialysés avec 500 nM tCa2] en absence (témoin, trace noire) et
présence de 100 jtM ANE (trace verte). Les courants furent induits par une dépolarisation (PM= —50
mV) de 1 seconde à +70 mV suivie d’une hyperpolarisation à —$0 mV également d’une durée de 1
seconde. Les cinétiques d’activation et de déactivation à -t-70 et —$0 mV, respectivement, du courant
dans l’AP (Aa) suivent une relation exponentielle avec des constantes de temps respectives de 255 et
123 ms tel qu’illustré par les lignes pointillées. Le courant s’activant suite à une dépolarisation de la
membrane est décomposé afin de faciliter son analyse en deux composantes identifiées en Aa, soit la
composante instantanée (Inst) et soutenue (Soutenu). La composante instantanée est mesurée
immédiatement après le courant capacitif alors que le courant soutenu est mesuré à la fm de la
dépolarisation. Le courant de queue (Queue) est la composante identifiant le courant précédant sa
déactivation provoquée par l’hyperpolarisation et est mesuré immédiatement suivant le courant capacitif
de l’hyperpolarisation de la membrane. Les lignes pointillées noires indiquent le niveau de courant zéro.
Encarts. Exemple de tracés représentatifs de courants induits par le même protocole mais enregistrés
dans des myocytes dialysés avec [Ca2”] = 0. L’échelle de ces encarts est de 100 pA et 250 ms. B.
Ensemble de courants de myocytes d’artères pulmonaires induits en présence de 500 mM [Ca2] et
baignés dans une solution externe témoin où le NaCI (NaC1; a) fut remplacé par du NaSCN (NaSCN;
b). Les cellules furent initialement dépolarisées à +70 mV suivi de sauts de potentiel variants entre —100
et ±60 mV avec des sauts de ±20 mV. Les lignes pointillées noires indiquent le niveau de courant zéro.
Tous les courants furent enregistrés en utilisant les solutions B et II (sauf panneau Bb) à 23 oc.
a
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C courants instantané et soutenu, et le courant de queue (figure 3.A.l-Aa). Alors que le
courant instantané correspond aux canaux ouverts au potentiel de conditionnement t—
50 mV), le courant soutenu représente la somme du courant instantané et du courant
activé en fonction du temps par la dépolarisation de la membrane. Le développement
de ce courant par la dépolarisation suit une trajectoire exponentielle (tact) tant dans
les myocytes coronaires et pulmonaires que dans la veine porte (figures 3.A.1 et
3.A.2-B). La figure 3.A.1-A montre que, dans les trois types cellulaires étudiés,
1 ‘hyperpolarisation membranaire induit un courant entrant instantané (courant de
queue, figure 3.A.l-Aa) suivi d’une baisse de courant selon une trajectoire
exponentielle (tdéact) dans les trois types cellulaires évalués provenant de la fermeture
des canaux. Les CML d’AC dialysées avec 500 nM ou 1 jiM [Ca2j1 présentent des
cinétiques d’activation et de déactivation semblables à celles enregistrées dans l’AP
malgré le fait que le courant soit de plus faible amplitude dans les myocytes
coronaires. D’autre part, l’exposition des myocytes d’AP, d’AC et de VP à l’ANF
(100 aM) diminue le courant induit en présence de 500 nM [Ca2j1. Notons qu’en
absence de Ca2 dans la solution de pipette (figure 3.A.1-A, encarts), aucun courant
n’était enregistré lors de la dépolarisation ou de l’hyperpolarisation membranaire.
Lorsque le myocyte d’AP est dialysé avec 500 nM [Ca2j, bien que tact ne
soit pas affecté par le potentiel membranaire, tdéact varie en fonction du voltage à des
potentiels négatifs avec une modification d’un ordre logarithmique népérien (e) pour
un changement de 102 mV (données non présentées). De plus, le courant instantané
et le courant soutenu présentent un potentiel d’inversion (E1,1.) près du potentiel
d’inversion théorique des ions CF (Eci) dans nos conditions expérimentales (—2 mV).
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Toutefois, le des courants instantané et soutenu sont tous deux déplacés vers des
valeurs plus négatives lorsque le NaCÏ externe est remplacé par le thiocyanate
(NaSCN), un anion plus perméable. Par exemple, est passé de —5 ± 2 mV (n=6)
en présence de NaC1 à —43 ± 2 mV (n=6) lorsque la solution externe contenait le
SCN (un exemple d’expérience est présenté à la figure 3.A.1-B). Il en était de même
pour I’AC (—6 ± 1 mV (n=8) et -41 ± 6 mV (n=6) en présence de NaC1 et NaSCN,
respectivement) et pour la VP (—1 ± 2 mV (n=r5) et —40 ± 6 mV (n=5) en présence de
NaC1 et NaSCN, respectivement).
Ces résultats suggèrent que le courant enregistré provienne de l’activité d’un
canal perméable aux anions sensible à l’ANF qui présente des cinétiques d’activation
et de déactivation typiques, une rectification sortante et est activé par la [Ca2]
lorsque les myocytes artériels et veineux sont dialysés avec 250, 500 nM ou 1 jiM
[Ca2] alors qu’aucun courant n’est enregistré en absence de Ca2. Ces
caractéristiques distinctives de ICI(Ca) ont précédemment été observées dans les
cellules musculaires lisses (Large & Wang, 1996) et dans d’autres types cellulaires
(Arreola et aï., 1996;Voets et al., l997;Nilius & Droogmans, 2002;Kuruma &
Hartzell, 2000).
Malgré la grande similitude de ‘Cl(Ca) des trois préparations tissulaires, une
différence importante fut observée lors des expériences précédentes. En effet, suite à
la rupture de la membrane de patch, l’amplitude de IcI(ca) des rnyocytes d’AP et de
VP diminua rapidement allant même jusqu’à disparaître complètement à plusieurs
reprises dans le cas de la VP. Ce phénomène de «run-down » ne fut pas observé dans
cE les CML de l’AC, où une augmentation graduelle de ICI(Ca) était enregistrée.
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Figure 3.A.2 Comparaison de / expression fonctionnelle de ‘c!tC) chec les inyocytes d ‘AP,
d’ACetde VP de lapin
A. Histogramme rapportant le pourcentage de cellules présentant un courant Cl. induit par une
élévation fixe du niveau de Ca2 infracellulaire (500 nM [Ca2], avec les solutions B et II), influx
Ca2 via les canaux Ca(L) (Courant Ca2; solutions A et I) ou la libération du Ca2 contenu dans
le RS par l’exposition du myocyte à la caféine (5 mM) (Caféine, solutions A et 1). Nombre total
des expériences étudiées AP, n=200; AC, 500 nM [Ca2] , n=33; Courant Ca2” , n=l 7; Caféine,
n=18; VP, 500 nM [Ca2] , n=403; Courant Ca2 , n=55; Caféine, n=22. B. Histogramme
rapportant les cinétiques d’activation (a) et de déactivation (b) moyennes à ±70 mV et —$0 mV,
respectivement, de
‘CI(Ca) de myocytes d’artères pulmonaires (AP; blanc), coronaires (AC; jaune)
et de la veine porte (VP; noir) dialysés avec 500 nM [Ca2j (n= 92, 4 et 47, respectivement).
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L’expression fonctionnelle de ‘Cl(Ca) dans les cellules musculaires lisses de la veine
porte et des myocytes artériels a donc été évaluée. L’expression fonctionnelle de
ICI(Ca) de la VP semble considérablement inférieure à 1’AP et l’AC. De fait, en
présence de 500 nM [Ca2], les cellules de la VP présentent un courant C1 avec des
cinétiques d’activation et de déactivation dans seulement 131 des 403 cellules (43%)
testées, comparativement à 180 des 200 myocytes (90%) pour l’AP et 32 des 33
myocytes (97%) de l’AC dans les mêmes conditions (figure 3.A.2-A). Afin de
vérifier si cette différence d’expression fonctionnelle observée est due à l’altération
du milieu intracellulaire par la dialyse de la cellule, l’expression fonctionnelle de
‘Cl(Ca) dans les trois préparations cellulaires a été évaluée à l’aide la technique de
«patch-perforé », minimisant l’impact sur l’intégrité du milieu intracellulaire.
Lorsque ICI(Ca) est induit par la libération du Ca2 contenu dans le RS par la caféine ou
Tableau 3.A.l - Caractérisation du courant enregistré dans la veine porte et les artères
coronaire et pulmonaire de lapin
CinétiquesCourant Expression fonctionnelle(ms)Préparation anionique Sensibilité
cellulaire activé par à l’ANF Ca2- f Ca(L) Caféinele (Ca2] Tact tdéact Clamp »
Veine porte Oui Oui 229 ± 6 99 ± 3 43% 50% 36%
Artère Oui Oui 302±50 82±6 97% 88% 100%
coronaire
Artère Oui Oui 225 ± 10 111 ± 10 90% n.e. ne.pulmonaire
tact et tdéact évalués à ±70 et —80 mV, respectivement; n.e. non-évalué
G
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par l’influx calcique via les canaux Ca(L) de VP, seulement 20 cellules sur un total de
55 (36%) et 11 de 22 myocytes (50%) présentent ‘Cl(Ca), respectivement. Par contre,
‘C(Ca) est enregistré dans 88% (15 de 17) et 100% (18 de 1$) des myocytes coronaires
où la stimulation de Cla a été initiée soit par l’influx calcique, soit par les réserves
internes en Ca2. Par conséquent, bien que la VP présente un courant ‘Cl(Ca) dont les
caractéristiques biophysiques sont en tout point semblables à celui présent dans les
myocytes artériels, la proportion des cellules présentant un courant IC1(Ca) est
nettement inférieure dans le tissu veineux tel que résumé dans le tableau 3 .A. 1.
Puisque les myocytes artériels présentent une expression fonctionnelle de
‘Cl(Ca) semblable, une étude comparative du courant dans les deux tissus fut
entreprise. Les courbes IV du courant anionique de cellules d’AP et d’AC furent donc
déterminées en imposant, à partir d’un potentiel membranaire basal (PM) de —50 mV,
un saut de voltage de 1.5 seconde entre —90 et +130 mV. Des exemples de tracés de
courants représentatifs de myocytes d’AP et d’AC dialysés avec 500 nM [Ca2j sont
présentés à la figure 3.A.3-Aa et b. Les panneaux Ba à d montrent les courbes IV
moyennes pour les courants instantané (a et b) et soutenu (c et d) enregistrés en
présence de 250 ou 500 nM [Ca2] dans les cellules d’AP et de 500 nM ou 1 jaM
[Ca2] dans les cellules d’AC. Dans les deux types cellulaires, le courant induit
démontre la même dépendance au voltage. De fait, les courbes IV du courant
instantané présentent une très légère rectification sortante alors que le courant
soutenu démontre une rectification sortante plus prononcée pour les deux types
cellulaires. Notons toutefois que la rectification est plus prononcée dans les myocytes










• 500 nM Ca
113
Figure 3.A.3 Voltage- et Ca2-dépendance du courant anionique des myocytes artériels
pulmonaires et coronaires
A et B montrent le résultat d’expériences élaborées afin d’examiner la dépendance en fonction du
potentiel des courants C1 induits de cellules musculaires lisses d’artères pulmonaires et coronaires.
A. Famille de tracés représentatifs de courants induits dans des myocytes d’artères pulmonaires ta,
bleu) et coronaires (b, rouge) dialysés avec 500 nM [Ca2]. A partir d’un potentiel membranaire de
—50 mV, un saut de 1.5 s de —90 à +130 mV fut appliqué à raison de sauts de +20 mV. B. Courbes
IV moyennes illustrant le courant instantané (a, b) et soutenu (c, d) exprimé en densité de courant
induit par un protocole identique à ce qui est présenté en A. Les myocytes d’artères pulmonaires (a
et c) étaient dialysés avec une solution inteme contenant 250 (cercles noirs, n1 1) ou 500 nM
[Ca2] libre (cercles bleus, n10) alors que les cellules musculaires lisses d’artères coronaires (b et
d) étaient dialysées avec 500 nM (cercles rouges; n=8) ou 1 1iM [Ca2] libre (carrés verts; n=1 1).
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2+le courant enregistre etait sensible aux changements de la [Ca ]. Par exemple, le
courant soutenu de myocytes d’AP à +70 mV induit en présence de 250 et 500 nM
[Ca2] était de 4.6 ±0.7 et 9.0 ± 0.2 pA!p respectivement. Les cellules coronaires
présentaient un courant instantané semblable en présence de 500 nM ou 1 jiM [Ca2],
alors que le courant soutenu était significativement plus grand avec 1 jiM
comparativement à 500 nM [Ca2] pour les potentiels supérieurs à +90 mV (figure
3.A.3-Bb et d). D’autre part, la comparaison des courants d’AP et d’AC en conditions
identiques (500 nM [Ca2j) indique que les myocytes d’AP génèrent un courant
supérieur aux AC, dû en grande partie au développement d’un courant de plus grande
amplitude en fonction du temps durant la dépolarisation (figure 3.A.4-A et B) (14 ± 2
et 7.0 ± 0.8 pAJpF à +90 mV pour l’AP et l’AC, respectivement) alors que la
composante instantanée du courant demeurait virtuellement identique dans les deux
préparations (4.4 ± 0.6 et 4.8 ± 0.8 pA/pF à +90 mV pour l’AP et l’AC, n=10 et 8,
respectivement).
Ces résultats indiquent qu’en présence de [Ca2j entre 250 nM et 1 j.iM, un
courant anionique soutenu présentant des caractéristiques semblables (composantes
instantanées et activées en fonction du temps, rectification sortante, perméabilité
anionique, sensibilité à l’ANF et activation par le Ca2 intracellulaire) peut être induit
dans la majorité des myocytes d’artères pulmonaires et coronaires. Ces courants
partagent plusieurs propriétés avec les courants C1 activés par le Ca2 enregistrés
dans les cellules musculaires lisses (Large & Wang, 1996) et dans d’autres types
cellulaires (Arreola et al., 1996;Voets et al., 1997;Kuruma & Hartzell, 2000).
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A et B. Graphiques rapportant les relations entre le courant et le potentiel membranaire pour la
composante instantanée (A) et soutenue (B) du courant enregistré d’AP (bleu, n10) et d’AC
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C
Dépendance au ca2 de Icl(ca} de inyocytes coronaires
Tel que précédemment démontré (figure 3.A.1-A), l’activation de IQi(Ca)
nécessite la présence de Ca2 dans le milieu intracellulaire. Nous avons donc
2+
entrepris d evaluer la dependance au [Ca ] de 1CI(Ca) dans les myocytes coronaires
avec la technique de Ca2tClamp. Des cellules d’AC fraîchement isolées furent
dialysées avec une solution contenant 10 mM EGTA sans ajout de Ca2 ({Ca2] = 0)
ou avec une concentration fixe de Ca2 libre variant entre 350 nivI et 1 jiM (figure
3.A.5). Ces expériences se déroulant à +30°C, les courants enregistrés à partir de
cellules dialysées avec une [Ca2] supérieure ou égale à 350 nM présentent les
mêmes caractéristiques (dépendance au potentiel membranaire et sensibilité à
1’ANF), à l’exception de cinétiques plus rapides, que les courants précédemment
mesurés à la température ambiante de la pièce (figure 3.A.3). Par contre, la dialyse
d’une solution ne contenant pas de Ca2 n’induit qu’un très faible courant qui ne
présente aucune cinétique ni de dépendance au potentiel. Nous considérons par
conséquent qu’il s’agit principalement d’un courant de fuite. L’utilisation de [Ca2]
élevées (500 nM et 1 jiM) induit un courant d’amplitude semblable alors que le
courant enregistré en présence d’une {Ca2] faible est nettement inférieur (figure
3.A.5). La différence entre le courant induit à différentes [Ca2j est clairement
illustrée aux figures 3.A.5-Ba et b où sont présentées les relations courant-potentiel
membranaire (courbe IV) tant pour la composante instantanée que soutenue de 1CI(Ca).
Tant à —60 mV qu’à +50 mV, le courant en présence de 350 nM [Ca2j est inférieur à
celui enregistré en présence de plus fortes [Ca2], mais est clairement supérieur au
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Figure 3.A.5 Courants
‘CltCa) de myocytes d’AC dialysés avec une /ca2j libre variant entre O
et] /141
A. Familles représentatives de courants ‘Cl(Ca) induits dans des myocytes dialysés avec une solution
contenant 10 mM EGTA et 0 Ca2 (a, noir), 350 nM (b, vert), 500 nM (c, bleu) ou 1 1sM (d, rouge)
[Ca2] libre. A partir d’un PM de —60 mV, des sauts d’une seconde de —60 à +50 mV furent
appliqués à raison d’incréments de +10 mV tel qu’illustré. B. Courbes IVmoyennes pour le courant
instantané (Ba) et soutenu (Bb) exprimé en densité de courant induit par des protocoles identiques à
celui montré dans le panneau supérieur. Les myocytes furent dialysés avec une solution contenant
10 mM EGTA et O Ca2 ajoutée (triangles noirs, n=6), 350 nM (triangles verts, n=6), 500 nM
(cercles bleus, n=28) ou I ttM [Ca2]1 libre (carrés rouges, n41). Une analyse globale ANOVA
pour les quatre conditions (différentes tCa21) a révélé un P = 0.021 et P = 0.009 pour les courants
instantané et soutenu, respectivement. Les courants furent enregistrés à 30 °C et en utilisant les
solutions D et IV.
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Figure 3.A.6 Relation entre ‘citc et la [Ca, du rnyocyte d ‘AC
A. Graphique tridimensionnel représentant la composante soutenue du courant ‘C(Ca), enregistré a
l’aide du protocole de la figure 3.A.5, de myocytes d’AC dialysés avec une solution interne
contenant 10 mM EGTA et de 0 à I 11M Ca2 libre. La courbe sigmoïdale orange suit une fonction
logistique (voir panneau B) pour les données du courant soutenu enregistré à +50 mV. B. Densité
de courant soutenu à t50 mV tel que présenté en A. La courbe sigmoïdale orange suit la fonction
logistique suivante : y = (A1-A2)![l+(X/X0)]+A2) avec les paramètres suivants : A0.785,
A,=7.25, X0=0.36 ± 0.02, p=4 ± I où A1 et A2 sont la densité de courant maximale et minimale en
pA/pF, X est la concentration en Ca2 libre (11M) et X0 est la concentration en Ca” libre (11M)
menant à l’activation semi-maximale du courant par le Ca2 intracellulaire.
o
B
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courant enregistré en absence de Ca2. De plus, les courbes IV des composantes
instantanée (figure 3.A.5-Ba) et soutenue (figure 3.A.5-Bb) de ‘Cl(Ca) mesurés en
présence de 500 nM ou 1tM [Ca2] sont virtuellement identiques. Afin de mieux
visualiser la relation entre Cla et [Ca2j et le potentiel membranaire, un graphique
tridimensionnel de la relation entre le courant soutenu, le potentiel membranaire et la
[Ca2i est représenté à la figure 3.A.6-A. Une courbe dose-réponse à la [Ca2’i
obtenue à partir d’une relation sigmoïdale pour les composantes soutenues des
courants enregistrés à +50 mV est présentée (figure 3.A.6-B). La fonction logistique
décrite à la figure a été utilisée et plusieurs paramètres ont été définis. Dans nos
conditions, l’amplitude du courant de fuite (A1; {Ca2]1 = 0) a été évaluée à 0.785
pA/pF alors que la densité de courant attribuée a ‘CIfCa) à une {Ca2] saturante (A2) a
été évaluée à 7.25 pA!pF. Également, l’EC50 de ICI(Ca) pour le calcium fut obtenue (X0
= 363 ± 20 nM). Notons que selon ces données, une contribution d’au moins quatre
ions Ca2 est suggérée par la pente de la relation sigmoïdale pour atteindre une
stimulation maximale du ‘Cl(Ca) par le Ca2 (p = 4 ± 1).
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C Section 3.B - Étude dynamique des effets de Ï ‘acide niflumique sur Içjç desmyocytes d ‘artères coronaires de lapin
Tel que démontré précédemment, une cellule musculaire lisse d’artère
coronaire de lapin dialysée avec 500 nM [Ca2j présente un courant caractérisé par
des cinétiques d’activation lorsque dépolarisée à +70 mV (PM= —50 mV) et de
déactivation lorsque repolarisée à —$0 rnV en plus de démontrer une sensibilité à
l’ANF. La figure 3.B.1-A présente l’effet de l’application de 100 jiM ANF à l’aide
d’un système de perfusion rapide qui induit une inhibition très rapide des
composantes instantanée et soutenue de ICI(Ca) de même que du courant de queue de
‘O(Ca) en présence de 500 nM [Ca2] (voir l’encart). Suivant le retrait de l’ANF de la
solution externe, l’amplitude de ICI(Qa) s’éleva à des valeurs supérieures aux valeurs
témoins avec une augmentation moyenne de 50 ± $%, 73 ±15% et 44± 9% pour les
composantes instantanée, soutenue de 1CJ(Ca) et le courant de queue, respectivement
(n=1 1). Ce phénomène transitoire suivant une brève exposition à l’ANF est fortement
reproductible tout au long de l’expérience. De plus, lorsqu’une concentration
supérieure d’ANF (1 mM) est utilisée, l’augmentation de l’amplitude du courant
suivant le retrait de l’ANF semble supérieure à celle observée suivant l’exposition à
100 iM ANF (figure 3.B.l-B). Par conséquent, l’accroissement de ‘Cl(Ca) suivant une
exposition transitoire à l’inhibiteur pourrait être fonction de la concentration de ce
dernier. Ceci démontre également que l’effet anormal de l’ANF sur ‘Cl(Ca) en présence
d’une concentration [Ca2j constante préalablement démontré par Piper et aÏ. (2002)
sur des myocytes d’artère pulmonaire est également présent dans au moins un autre
































Figure 3.B.1 Stimulation du courant C activé par le Capar l’acide nflumique des myocytes
coronaires de lapin dialysés avec 500 nM /Ca”J libre
A. Décours temporel de la composante soutenue du courant sortant enregistré à -i-90 mV à 10 s
d’intervalle de cellules musculaires lisses coronaires dialysées avec 500 nM {Ca]1 libre. L’acide
niflumique (100 tM; ANF) fut appliqué à l’aide d’un système de perfusion rapide pour la période
indiquée par la ligne verte. Encart Exemple de tracés en absence fa; blanc), présence (b; vert) et
suivant le retrait de 100 tM ANF (c; bleu), respectivement. B. Protocole identique à celui utilisé en
A (encart) et suivant le lavage de 100 M (bleu) et 1 ntM (rouge) ANF dans une même cellule.
Toutes les expériences furent enregistrées en utilisant les solutions D et IV à 23 oc.
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De plus, le lavage de 1’ANF affecte non seulement l’amplitude de ‘Cl(Ca), mais
également les cinétiques du courant macroscopique produit par une dépolarisation et
une hyperpolarisation en présence de 500 nM [Ca2i. Nos données montrent par
exemple qu’une exposition transitoire à l’ANF accélère les cinétiques d’activation à
+70 mV avec tact passant de 309 ± 50 ms en condition témoin à 187 ± 9 ms après
l’exposition à 100 j.tM ANF (n=10). La déactivation à —$0 mV fut également
modifiée puisque la constante de temps du courant de queue (tdeact) qui était
monoexponentielle (3$ ± 2 ms) précédant l’exposition à l’ANF devint
biexponentielle suivant le retrait d u composé (193 ± 25 ms et 21 ± 2 ms, n=10) tel
que présenté à la figure 3.3.2.
Dépendance de la stimulation et de l’inhibition de IcKcaj induite par Ï ‘ANF en
Jonction de ta concentration
La dynamique des effets de l’exposition transitoire des myocytes d’AC à
1’ANF 5Uf 1QI(Ca) fut étudiée à l’aide d’un système de perfusion rapide contrôlé par
ordinateur permettant de très brèves expositions au composé pharmacologique. Les
expériences initiales visant à étudier les effets de l’ANF en fonction de la
concentration et du temps furent réalisées sur des myocytes d’AC maintenus à un
potentiel membranaire de +60 mV pendant 22 secondes. La figure 3.3.3 présente des
exemples de tracés où les myocytes furent soumis à différentes concentrations (de 1 à
100 4M et 1 mlvi) d’ANF pour différents temps d’exposition (de 2 à 10 secondes).
Une courbe dose-réponse de ‘Cl(Ca) l’ANF basée sur les résultats de ces expériences
est présentée à la figure 3.3.4. Le pourcentage d’inhibition par l’ANF exprimé réflète
le rapport entre l’amplitude de ICI(Ca) précédent l’exposition au composé et









Figure 3.B.2 EJfr’ts du retrait de / ‘ANf sur les cinétiques d ‘activation et de déactivation de
‘CI(Ca)
A. Exemple de tracés du courant ICI(Ca) induit par une dépolarisation à +90 mV (PM = —50 mV)
suivi d’une hyperpolarisation à —80 mV en absence (contrôle; noir) et suivant le retrait de 100 tM
ANF (lavage; bleu). B. Représentation graphique des taux (t) d’activation (a; +90 mV) et de
déactivation (b; —80 mV) avant (contrôle; colonne vide) et suivant (lavage; colonne bleue)
l’exposition à 100 tM ANF d’expériences semblables à celles illustrées en A. Toutes les
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O immédiatement suite à l’application de l’ANF. De ces résultats, l’1C50 de ‘CI(Ca) par
l’ANF a été déterminé dans les myocytes d’AC dialysés avec 500 nM [Ca2j1 (1C50 =
117 ± 10 tM) à partir d’une relation sigmoïdale. Notons que selon ces résultats,
même à des concentrations supérieures à 1 mlvi, l’inhibition maximale par l’ANF de
‘Cl(Ca) induit en présence de 500 nM [Ca2j à +60 mV serait de 64.5 ± 0.9 %.
Toutefois, la plus faible concentration utilisée (1 tM) d’ANF ne provoqua
qu’une inhibition partielle de ICI(Ca) sans induire une stimulation quelconque du
courant suivant le retrait de l’inhibiteur de la solution externe (l’amplitude de ‘Cl(Ca)
suivant le lavage relativement au courant précédant l’exposition à l’ANF était de 1.02
± 0.02, n=11). Par contre, l’exposition à de plus fortes concentrations (de 10 tM à 1
mM) suscita une augmentation de IQ(Ca) comportant des propriétés complexes (figure
3.B.3). Alors que Ic1(ca)-stimulé déclina de façon monoexponentielle après avoir
atteint une amplitude maximale après le lavage de 10 iiM ANF (figure 3.B.3-B), la
récupération du courant stimulé suivant le retrait de 100 tM ANF (figure 3.3.3-C)
présente une composante rapide, semblable à celle observée après le lavage de 10 tM
ANF, et une seconde phase qui décline plus lentement. Après le lavage de 1 mlvi
ANF, le début de la stimulation était caractérisé par une réduction marquée de la
composante rapide suivie par le développement lent de la phase de stimulation (figure
3.3.3-D). Contrairement à l’inhibition de ‘C(Ca) par l’ANT, la stimulation relative
(amplitude maximale du courant stimulé sur l’amplitude du courant précédant
l’exposition à l’ANF) de 1C1(Qa) suivant le lavage de l’ANF ne semble pas varier en
fonction de la concentration du composé utilisée (figure 3.B.5-A). Donc, suivant une
exposition à 10 1iM, 100 jiM et 1 mlvi ANT pendant 2 secondes, l’amplitude du




Figure 3.B.3 Dynamiques du courant stimulé suivant le retrait de I ‘ANF en fonction de la
concentration tttilisée
Exemple de tracés du courant ‘C(Ca) induit par un saut dépolarisant de 22 secondes à +60 mV (PM =
—50 mV) suivi d’une repolarisation à —50 mV pendant 8 secondes et ce protocole fut répété toutes
les 60 (A, B et C) ou 90 secondes (D) tel qu’illustré au bas de la figure. Deux secondes suivant le
début du saut de potentiel dépolarisant, 1, 10, 100 !IM ou 1 mM ANF (A, B, C et D,
respectivement) fut appliqué pour une durée de 2 à 10 secondes en utilisant un système de
superfusion rapide contrôlé par ordinateur. Le courant ‘Cl(Ca) est exprimé en rapport au courant
enregistré précédant l’application d’ANF. Toutes les expériences furent enregistrées en utilisant les
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courant ffit augmentée de 1.9 ± 0.3, 2.1 ± 0.3 et 2.0 ± 0.2 fois, respectivement (n7).
De plus, le fait d’augmenter le temps d’exposition ne semble influencer aucunement
la stimulation maximale relative observée suivant le lavage de l’ANF (figure 3.B.5).
Cependant, les cinétiques complexes de la stimulation suggèrent un effet dépendant
de la concentration. Une analyse approfondie démontre que l’intervalle entre le retrait
dc l’ANf et l’amplitude maximale de Ic1(ca)-stimulé augmente proportionnellement à
la concentration d’ANF utilisée tel que le démontre la figure 3.B.5-3 (voir aussi
l’encart). Le délai pour atteindre l’amplitude maximale de Icl(ca)stimUlé augmente
significativement de 270 ± 30 ms suivant le lavage de 10 .iM ANF à 600 ± 200 ms et













Figure 3.B.4 Courbe dose-réponse de l’inhibition de Ic/(ca)par l’ANf.
Pourcentage d’inhibition du courant à +60 mV par l’ANF enregistré lors d’expériences tel
qu’illustré à la figure 3.3.4. La courbe sigmoïdale orange suit la fonction logistique suivante y =
(A1-A2)/[1+(X/Xo)l+A2) avec les paramètres suivants A<= 9.4 ± 0.8, A2= 64.4 ± 0.9, X0= 117 ±
13, p= 0.7$ ± 0.05 oè A1 et A2 sont les pourcentages d’inhibition maximal et minimal, X est la
concentration d’ANF (11M) et X0 est la concentration d’ANf QiM) menant à l’inhibition semi
maximale du courant par le composé.
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de la stimulation du courant est également proportionnelle à la concentration d’ANF
utilisée (figures 3.3.3 et 3.3.5-C). Nos résultats montrent que le temps que prend
ICl(Ca)stimUlé pour revenir à 50% de l’amplitude de l’augmentation augmente de 450
± 30 ms suivant le lavage de 10 jiM ANF à 740 ± $0 ms et 14 ± 1 s suivant le retrait
de 100 M et 1 mM ANF, respectivement. Le temps d’exposition ne semble toutefois
pas influencer ni le délai pour atteindre l’amplitude maximale ni le taux de
récupération du courant stimulé. Ces résultats suggèrent que la stimulation de ICI(Ca)
par l’ANF présente des dynamiques complexes et que certaines composantes varient
en fonction de la concentration d’ANf utilisée.
Dépendance au potentiel de ICl(C-stÏmulé
Nous avons ensuite tenté de déterminer la dépendance au potentiel de la
stimulation et de l’inhibition de ‘Ql(Qa) par l’ANF en présence d’une [Ca2j libre fixe.
Dans cette série d’expériences, les myocytes furent exposés à 100 jtM AI\JF et
maintenus à différents voltages, soit —60, +20, +60 et +90 mV à partir d’un potentiel
membranaire de maintien de —50 mV (figures 3.3.3-C et 3.B.6). L’influence du
potentiel sur l’inhibition de ICI(Ca) par l’ANF a donc été évaluée à partir de ces
expériences. Le pourcentage d’inhibition exprimé à la figure 3.B.7 a été évalué de la
même façon que pour la courbe dose-réponse (figure 3.B.4). Une régression linéaire
démontre la faible dépendance de l’inhibition de ICI(Ca) par l’ANF (24 ± 9 %
d’inhibition pour un changement de 100 mV). Les expériences démontrèrent
également que l’amplitude relative (amplitude maximale en valeur absolue du
courant stimulé sur l’amplitude du courant en valeur absolue précédant l’exposition à
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Figure 3.8.5 Corrélation entre la concentration d ‘ANF et les dynamiques de Ic/(c0)-stimulé par
le retrait de l’inhibiteur
A. Diagramme rapportant l’augmentation relative moyenne de ICI(Ca) de myocytes coronaires
induits parle lavage de I’ANf (1, 10, 100 .tM ou 1 mM, n=1 1, 7, 7, 7 et 7, respectivement) calculé
à partir de l’amplitude maximale du courant à --60 mV suivant le retrait de l’ANF normalisé à la
valeur du courant précédant l’application d’ANf (de 2 à 10 secondes) tel que décrit à la figure
3.3.3. L’analyse statistique ANOVA pour mesures répétées a révélé une différence significative
entre les groupes avec F < 0.01. B. Graphique représentant le délai entre le retrait du composé et
l’amplitude maximale de Ictca)-stimulé suivant le lavage de l’ANF (10, 100 pM et I mM, n=7, 7 et
7) aprés exposition du myocyte pendant 2 à 10 secondes. Encart Agrandissement d’exemples de
traces du courant relatif de cellules exposées à 10, 100 jiM et I mM ANF pendant 2 secondes afin
d’illustrer l’augmentation du délai pour atteindre l’amplitude maximale de Ic](ca)-stimulé en
fonction de la concentration d’ANf. L’analyse statistique ANOVA pour mesures répétées a révélé
une différence significative entre les groupes avec P < 0.001. C. Histogramme représentant les
cinétiques moyennes de récupération de ICI(Ca)stimulé de cellules exposées à 10, 100 1iM et I mM
ANF pendant 2 secondes. Le temps de récupération fut évalué en tant que période requise pour
Icl(ca)-stimulé afin de diminuer de 50% par rapport à l’amplitude maximale. L’analyse statistique
ANOVA simple révéla une différence significative entre les 3 groupes (10 11M, 100 tM et 1 mlvi)
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A. Exemple de tracés de 1C1(Ca) relatif induit par un saut de potentiel de 22 secondes à —60 mV (PM
= —50 mV) suivi d’un saut à —50 mV pendant 8 secondes à toutes les 60 secondes tel qu’illustré
sous les tracés. Après 2 secondes, les cellules furent exposées à 100 iiM ANF pendant 2 à 10
secondes suivi du retrait très rapide de l’inhibiteur du milieu externe grâce à un système de
perfusion rapide tel que représenté au-dessus des traces. B et C. Les panneaux sont semblables au
panneau A à l’exception que les cellules furent dépolarisées à +20 mV et 90 mV (B et C,
respectivement) pendant 22 secondes tel qu’illustré sous les tracés. Toutes les expériences furent











Figure 3.B.6 Potentiel membranaire et dynamiques de Icitc+-stlmule par le retrait d ‘ANf
o
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Q l’ANF) de ICI(Ca)stimUlé suivant une exposition dc 10 secondes ne varie pas entre les
cellules maintenues à —60 mV et celles maintenues à des potentiels aussi positifs que
+90 mV (figure 3.B.8-A). Des applications plus courtes (2-8 secondes) à l’ANf ont
eu des effets semblables (données non présentées). Toutefois, une tendance, bien que
statistiquement non significative, suggère que le délai pour atteindre l’amplitude
maximale de TCI(Ca)stimUlé augmente avec la dépolarisation membranaire (figure
3.B.8-B). Au cours de l’expérimentation à +90 mV aucune récupération significative
de l’état stimulé de ICI(Ca) ne fut observée (figure 3.B.7-C). Par conséquent, l’analyse
du temps de récupération se révéla inadéquate pour évaluer le taux de récupération.
Le calcul de l’aire sous la courbe du courant suivant le retrait de l’ANf (figure 3.B.8-
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Figure 3.B.7 Influence du potentiel membranaire sur l’nhibition de ‘c,tcaPar l’ANF
Pourcentage d’inhibition du courant entre —60 et +90 mV par 100 1iM ANF enregistré lors
d’expériences tel qu’illustré à la figure 3.B.6. La droite orange décrit la fonction linéaire suivante
y = A + B*X avec les paramètres suivants A= 29 ± 6, B= 0.24 ± 0.09 où A est le pourcentage
d’inhibition à O mV, B est la dépendance de l’inhibition au potentiel membranaire et X est le
potentiel membranaire (mV).
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de récupération de IcÏ(ca)-stimulé est inférieur à des potentiels plus positifs.
Le courant stimulé par 1 ‘ANF est bien ICI(Cci)
Puisqu’il est possible que le courant induit par le retrait de l’ANF soit dû à un
recrutement de novo de canaux autres que CiCa précédemment silencieux plutôt
qu’une modulation d’un canal Cla, les expériences suivantes furent entreprises afin
de déterminer si le courant stimulé était également sensible à l’ANf. Une expérience
représentative où le myocyte fut maintenu à +60 mV alors que l’ANF est appliqué
pendant 2 secondes et ré-appliqué pour 2 secondes suivant 500 ms de lavage est
représentée à la figure 3.B.9-A. 11 est clair que le courant stimulé suivant le retrait de
l’ANF est rapidement inhibé par une seconde exposition à l’ANF au même degré que
‘Cl(Ca) en condition témoin. Des résultats semblables furent observés dans trois autres
cellules ainsi que par l’utilisation de 1 mlvi ANF (n=2). D’autres expériences furent
également entreprises dans le but d’évaluer le potentiel d’inversion du courant
enregistré suivant le retrait de l’ANF. Donc, 500 ms suivant l’exposition à 100 1iM
ANF pendant deux secondes, une rampe de potentiel (de —50 mV à +50 mV en 250
ms) fut imposée (figure 3.B.9-B). Les potentiels d’inversion de Icl(ca)-stimulé obtenus
de myocytes exposés à 100 tM (—16 ± 2 mV, n=6) et Ï mM ANF (—19 ± 2 mV, n=4)
ne sont pas significativement différents et sont près de la valeur théorique du Eci dans
nos conditions (—21.1 mV). Ces résultats suggèrent que le courant stimulé par le
lavage d’ANF est ‘Cl(Ca) et donc que cet inhibiteur présente à la fois des propriétés
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Figure 3.B.8 Quantification de la dépendance au potentiel de IcI(ca)-stirnulé induit par le
retrait de 100 ilvIANf
A. Représentation graphique de l’augmentation relative moyenne de ‘CItCa) induite par le lavage de
100 liM ANF de myocytes maintenus à —60, -t-20, -t-60 et +90 mV (n=5, 5, 7 et 5, respectivement)
calculée à partir de l’amplitude maximale du courant suivant le retrait de l’ANF normalisé à la
valeur du courant précédant l’exposition à l’inhibiteur (10 secondes) sur les expériences réalisées
telles que décrites à la figure 3.B.5. B. Graphique représentant le délai entre le retrait de l’ANF
(100 p.M) et l’amplitude maximale de TcI(cay5timh1 suivant le lavage du composé après exposition
du myocyte pendant 10 secondes de myocytes maintenus à —60, +20, +60 et +90 mV (n 5, 5, 7 et
5, respectivement). C. Graphique illustrant la récupération de ICI(Ca)stimulé par le calcul de l’aire
sous la courbe moyenne des traces normalisées suivant le retrait de 100 1iM ANF de myocytes








Figure 3.B.9 Propriétés de Ic/(c’a,-stirnulé
133
A. Effet d’une exposition à 100 .tM ANF pendant 2 secondes sur ‘CI(Ca) enregistré à +60 mV.
Exemple de tracés de courant relatif induit par un saut de potentiel de 22 secondes à +60 mV (PM=
—50 mV) suivi d’une repolarisation à —50 mV pendant 8 secondes tel qu’illustré sous la trace. Deux
secondes suivant le début de la dépolarisation, les myocytes coronaires furent exposés à 100 tM
ANF pendant 1 seconde. 500 ms suivant le lavage de l’ANf, l’ANF (100 1sM) fut appliqué à
nouveau pendant I seconde afin d’évaluer la sensibilité du courant stimulé à l’ANF. B. Exemple de
tracés de courant relatif semblable à ce qui est présenté en A à l’exception qu’une rampe de
potentiel de 250 ms allant de —50 à --60 mV fut imposée 4.5 secondes suivant le début du protocole
tel qu’illustré sous la trace. Deux secondes suivant le début de la dépolarisation, les cellules furent
exposées à 100 tM ANF pendant 2 secondes tel qu’illustré au-dessus de la trace. Les protocoles de
voltage imposé et d’exposition à l’ANF furent élaborés afin d’imposer la rampe de potentiel au
courant stimulé par le retrait de l’ANF. Encart Amplitude relative du courant en fonction du
potentiel membranaire imposé par un protocole de rampe (le potentiel d’inversion de cette cellule
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Modélisation mathématique des interactions de t ‘ANF avec ‘c(Ca)
Afin de mieux comprendre l’interaction entre l’ANF et le canal, nous avons
entrepris le développement d’un modèle cinétique pouvant reproduire nos résultats
expérimentaux. Les effets de l’ANF ont été simulés mathématiquement en utilisant
une méthode de modélisation informatique semblable à celle précédemment
rapportée par notre groupe (Remillard & Leblanc, 1996). Les simulations
informatiques furent réalisées afin d’approximer nos résultats expérimentaux. La
figure 3.3.8 présente les différents modèles cinétiques qui furent évalués. Puisque les
myocytes étaient dialysés avec une [Ca2j fixée à 500 nM, nous avons simplifié notre
analyse théorique en nous concentrant sur les étapes où l’ANF interagit avec le canal
bien que nous reconnaissions qu’un modèle plus élaboré du canal (Arreola et aï.,
1996;Kunima & Hartzell, 2000) impliquant la dépendance du canal à la [Ca2j devra
être testé dans le futur. Pour tous les modèles testés, l’ouverture des CiCa est
modélisée par une transition unique dépendante du voltage de l’état fermé (C) à l’état
ouvert tOi). Bien qu’un modèle de liaison simple avec un site de liaison unique
menant à l’inhibition et à la stimulation (figure 3.B.10-A) puisse reproduire de façon
satisfaisante l’inhibition et la stimulation transitoire de ‘Cl(Ca) à 10 jiM ANF, il ne peut
reproduire la stimulation biphasique de IC1(Ca) observée avec 100 jiM et 1 mlvi ANF.
Par conséquent, les modèles alternatifs reposent plutôt sur l’existence d’un site
inhibiteur et d’un (figure 3.3.10-3 et C) ou deux (figure 3.3.10-D, E et F) sites de
liaison avec une action stimulante. Pour tous les modèles montrés à la figure 3.3.10-
B jusqu’à F, l’application d’ANF interagit d’abord avec un site de liaison menant à
l’inhibition du courant (B1). L’état B masque la stimulation jusqu’à ce que la drogue
CHAPITRE 3: RÉSULTATS 135
02 ANF







•— 0 ç— B, — B2
1L
02
Figure 3.B.1O Différents modèles cinétiques évalués par simulation informatique
C, 0 et B représentent les états cinétiques fermés, ouverts et inhibés. ANF, acide niflumique.
Panneau G, ct1 et 3,, sont les constantes décrivant les transitions entre les états individuels. Les
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soit rapidement lavée. Nous avons testé plusieurs variantes de modèles comportant
un état de haute affinité commun pour l’inhibition et la stimulation et un état de faible
affinité stimulant (figure 3.B.10-C) et différents modèles avec un site inhibiteur
unique et deux sites de liaison stimulant avec différentes affinités pour l’ANF (figure
3.3.10-D, E et f). Bien que ces modèles cinétiques puissent rendre compte de
certains aspects de la stimulation induite par l’ANF, aucun ne peut convenablement
bien reproduire à la fois la dépendance à la concentration et au temps de l’inhibition
et de l’augmentation du courant par cette substance. En fait, aucun des modèles
présentés précedemment ne permet de reproduire qualitativement les résultats
expérimentaux.
Par contre, la figure 3.3.10-G présente un modèle qui reproduit nos données
expérimentales. Les équations décrivant les constantes et autres paramètres utilisés
dans la simulation sont présentées au tableau de l’Appendice II. a et f3 sont les
constantes de taux pour les cinétiques de transition montrées. Les variables de
«gating» (expriment la probabilité d’ouverture du canal à un état cinétique donné)
des états stimulés 02 et 03, qui sont des états équivalents, ont été fixées à 1. L’état
ouvert et non-stimulé (O) a arbitrairement été fixé à 0.7. L’activation et la
déactivation ont été modélisées par des transitions dépendantes du potentiel et
décrites par des relations Boltzmann. Le modèle assume par ailleurs l’existence de
sites à haute (entre 10 et 23 1iM) et faible (1.25 mlvi) affinités tel qu’indiqué à la
figure 3.3.10-G. La liaison de l’ANF a été modélisée en utilisant l’équation de Hill
avec un coefficient de Hill de 1 tOi B2, 02 - B1) ou de 2 (0 -) Bi). Le taux de
dissociation de l’ANF de tous les états liés et le taux de récupération des états
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stimulés à non-stimulés ont tous été posés comme étant indépendants de la
concentration en ANf.
Les figures 3.B.11-A et B montrent des tracés de courants stimulés dérivés du
modèle en réponse à une exposition de 2 secondes (figure 3.3.11-A) ou 6 secondes
(figure 3.3.11-3) du composé aux concentrations utilisées dans nos expériences tel
qu’indiqué sous les tracés de courants normalisés. Le protocole de voltage imposé
montré au bas de la figure était identique à celui utilisé dans nos expériences décrites
à la figure 3.3.3. Les stimulations ont toutes débuté sous des conditions non
stationnaires expliquant pourquoi la variable de «gating» de l’état fermé était
supérieure à 0 (valeur arbitraire de 0.6). Ceci a permis à la stimulation de commencer
avec des canaux déjà ouverts au potentiel de maintien (—50 mV) pour des myocytes
dialysés avec 500 nM [Ca2] ou plus, tel que précédemment rapporté (voir Section
3.A). Conséquemment, le saut dépolarisant à +60 mV induit un courant instantané
suivi d’une composante dépendante du temps de ICI(Ca) (figures 3.3.1, 3.3.2, 3.3.3,
3.3.7 et 3.3.9) qui suit une relation exponentielle simple avec une constante de temps
de 220 ms, une valeur semblable à celle rapportée précédemment (voir Section 3.A).
L’application d’ANF cause une inhibition rapide en fonction de la concentration du
courant qui est plus marquée que nos données actuelles. L’inhibition maximale
estimée par une fonction logistique pour les données expérimentales et le modèle
étaient semblables (62 ± 5% et 64.5 ± 0.9%, respectivement). Toutefois, le modèle
résulte en une valeur d’1C50 qui est approximativement 4 fois inférieure (31 1iM) à
celle évaluée à partir de nos données expérimentales actuelles (117 ± 10 jiM; figure
3.3.4). Toutes tentatives pour ajuster les paramètres du modèle présenté à l’Annexe II
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Figure 3.B.1 1 Simulation des effets de 1 ‘ANf sur ‘CI(c par modélisation informatique
A. Courants stimulés et normalisés induits par un saut de potentiel de 22 secondes à +60 mV (PM=
—50 mV). Dans ces simulations, une exposition de 2 secondes à 1, 10, 100 jsM et 1 mM (traces de
haut en bas) ANF fut imposée suite à une dépolarisation de 2 secondes à +60 mV tel qu’illustré par
la trace immédiatement au-dessus du protocole de voltage imposé. B. Panneau identique à A à
l’exception que chaque concentration de l’ANF fut appliquée pendant 6 secondes. C. Simulation
démontrant l’effet d’une exposition double à 100 1iM ANf. Les deux expositions (trace du centre)
de I seconde furent séparées par 500 ms. Le protocole de voltage imposé qui est illustré au bas est
identique à celui décrit dans les panneaux A et 3.
C
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O afin de reproduire la dépendance de l’action inhibitrice de l’ANF à la concentration
ont eu pour conséquence de rendre le modèle incapable de reproduire les paramètres
décrivant le décours temporel de la stimulation induite par l’ANF sur le courant, un
aspect important de l’étude.
Alors que le lavage de 1 iM ANf induit un faible effet sur le courant
modélisé, le lavage de cette drogue lorsque appliquée à des concentrations entre 10
4M et 1 mM mène à une stimulation transitoire conformément à nos données
expérimentales. Les courants stimulés par le retrait de 10 ou 100 tM ANf étaient
plus rapides que ceux induits par l’exposition à 1 mM d’ANF. Notons qu’une plus
longue exposition à 100 tM ANF mène clairement à une relaxation biphasique du
courant (figure 3.B.1 l-B, 3 tracé à partir du haut) tel qu’observé dans nos
expériences (figure 3.B.3-C). La nature biphasique du courant stimulé suivant le
lavage de Ï mM ANF, caractérisée par une phase rapide suivie d’une phase très lente
(figure 3.B.3-D), est également bien reproduite par le modèle (figure 3.3.3-B, 4
tracé à partir du haut). Une récupération partielle du courant après le début rapide de
l’inhibition fut fréquemment observée durant l’application de l’ANF entre 10 iM à 1
m’I (figure 3.3.3-B, C et D). Le modèle reproduit qualitativement ce comportement
avec 100 1iM et 1 mM (figure 3.B.11-B, 2 et 3e tracés), ce qui suggère que le canal
inhibé par l’ANF (B1 et 32) peut transiter partiellement par les états ouverts (02 et
03). Finalement, le modèle simule adéquatement l’impact d’une exposition répétée à
l’ANF (comparer la figure 3.3.11-C avec la figure 3.B.9-A) ce qui suggère que les
courants témoins et stimulés sont produits par le même canal, mais sur des états
cinétiques distincts.
C
CHAPITRE 3: RÉSULTATS 140
C A a 1LMANF(À) b 100tMANF(.,




ce . — ce
À À
E2.o e • 2.0
o o À
z 1.5 z 15
C
1.0 A Â À À À 1.0
0.5 Données (À,.) 0.5 Données f.. A)
Modèle t ) Modèle( ,..)
0.0 0.0
2 4 6 8 10 2 4 6 8 10
Temps d’exposition (s) Temps d’exposition (s)
Ba b c
1O1LMANF 100 uM ANF 1 mMANF
2.0 2.0 2.0 À
.
Q) Q) Q)U) U)
1.5 1.5 • 1.5
E • E E
O O • O Â
Z 1•0 - Z 10 • Z 1.0 Â
• Données ‘ Données À Données
005 oQ5 . oO.5
o Modele o Modele o Modele
0.0 0.0 0.0
0 16 7 0 16 7 0 16 7
Temps de lavage (s) Temps de lavage (s) Temps de lavage (s)
Figure 3.B.12 Comparaison entre les données expérimentales et le modèle à trois états ouverts
de la figure 3.3.10-G
A. Représentation graphique des données expérimentales et du modèle pour la stimulation de ‘Cl(Ca)
induite par le retrait de l’ANf en fonction de la concentration du composé et du potentiel
membranaire imposé. Les données expérimentales sont reproduites de la figure 3.3.4. Un saut de
potentiel de 22 secondes à f60 mV fut appliqué (PM= —50 mV) et l’ANF fut appliqué pendant 2 à
10 secondes aux concentrations indiquées au-dessus de chaque graphique, 2 secondes suivant le
début du saut de potentiel. Notons la bonne corrélation entre les données expérimentales (symboles
pleins) et simulées (symboles vides). B. Graphique présentant le décours temporel de Ic(ca)-stimulé
par l’ANf tel qu’enregistré (symboles pleins) ou stimulé (symboles vides) par le retrait de 10 ttM,
100 1.tM ou I 1sM (panneaux a, b et c, respectivement) ANF (exposition de 2 secondes). Les temps
de lavages choisis correspondent aux temps pour atteindre l’amplitude maximale des expériences
décrites à la figure 3.3.4. À l’exceptïon du temps de lavage le plus court avec 100 1iM ANF où une
divergence significative fut relevée, le modèle reproduit généralement bien les valeurs
expérimentales.
C
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C La figure 3.B.12 illustre une comparaison quantitative des effets de 1’ANf sur
les courants enregistrés (symboles pleins) et stimulés (symboles vides). Le modèle
décrit adéquatement l’augmentation importante du courant stimulé suivant le lavage
d’ANf (de 1 à 100 tM). Toutefois, alors que les données expérimentales montrent
une diminution du courant suivant une exposition à l’ANF supérieure à 6 secondes, le
modèle présente une augmentation progressive du courant stimulé en fonction du
temps d’exposition. Les résultats de simulations sont généralement à l’intérieur d’une
déviation standard pour chaque mesure moyenne expérimentale. La modélisation de
cette relation serrée peut seulement être réalisée en augmentant le coefficient de Hill
à 2 dans l’équation décrivant la constante de taux a2 (figure 3.3.10-G; tableau
Appendice Il) du site à haute affinité, ce qui suggère que deux molécules d’ANF ou
plus peuvent être nécessaires pour la stimulation de ICI(Ca). La figure 3.B.12-B
présente des graphiques illustrant un comportement dépendant du temps du courant
simulé en comparaison avec ‘C(Ca) mesuré. Les mesures furent réalisées à des temps
de lavage qui provoquèrent un courant stimulé maximal pour chacune des trois
concentrations d’ANF (expositions de 2 secondes). Ces graphiques présentent la
concordance entre les données expérimentales et le modèle et ce, pour les trois
concentrations d’ANF à l’exception de la différence mentionnée plus tôt au temps de
lavage avec 100 iM.
o
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C Section 3. C - Régulation de ‘a des rnyocytes vasculaires de lapin par CaMMI
La dialyse de myocytes d’artères pulmonaires avec une solution interne
contenant 500 nM {Ca2j induit un courant Cf avec des cinétiques d’activation et de
déactivation tel qu’exposé précédemment. Nous avons cependant observé une baisse
progressive de l’amplitude de ‘CI(Ca) immédiatement suite à l’obtention de l’accès au
milieu intracellulaire jusqu’à l’obtention d’un plateau après environ deux minutes
(figure 3.C.1-Aa et b, traces noires). La présence d’ATP dans la solution interne
pourrait causer une diminution des courants macroscopiques si la phosphorylation
par l’ATP inhibe IC](Ca). Afin de vérifier cette hypothèse, l’ATP contenu dans la
solution de pipette fut remplacé par une forme non-hydrolysable, soit l’AMP-PNP, à
la même concentration (3 mM). La dialyse d’une solution interne contenant l’AMP
PNP n’empêcha pas complètement la diminution du courant après la rupture de la
membrane de «patch» sous la pipette, mais en réduisit considérablement l’amplitude
(figure 3.C.1-Aa et Ah, traces vertes). Après deux minutes de dialyse, tant la
composante instantanée que soutenue des courants induits par une solution de pipette
contenant Ï’AMP-PNP étaient significativement plus grandes que ceux induits en
présence d’ATP (figure 3.C.1-B). Ceci suggère donc que la dialyse d’ATP, plus lente
que celle du Ca2t, provoque l’inhibition de ICI(Ca) via l’activation d’enzymes et de
processus de phosphotransferts.
Phosphorylation par CaMKJI et IC1(’C activé par 1 ‘influx calcique
Wang & Kotlikoff (1997) ont récemment rapporté l’inhibition de ICI(Ca) par la
protéine kinase dépendante de la calmoduline (CaMKII) dans le muscle lisse de la
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figure 3.C.1 Effets du remplacement de l’ATP par son analogue non-hvdrolysable, l’AMP
PNP sur ‘C/(ca) de inyocytes pulmonaires dialvsés avec 500 nM [CaJ
A. Diminution progressive de l’amplitude de ‘cI(ca) Q< run-down ») induit en présence de 250 ou
500 nivI [Ca2] (n=13-22). L’axe horizontal est le temps suivant la rupture de la membrane sous la
pipette. Panneau a. Exemple de tracés de ‘Cl(Ca) induit par une dépolarisation à +70 mV (PM= —50
mV) suivie par une hyperpolarisation à —80 mV de myocytes pulmonaires dialysés avec 500 nM
[Ca2] et 3 mM ATP (noir, haut) ou 3 mM AMP-PNP (vert, bas) enregistrés immédiatement
suivant la rupmre de la membrane sous la pipette. Panneau b. Décours temporel des changements
moyens d’amplitude de la composante soutenue de ‘CI(Ca) à +70 mV (PM= —50 mV) de cellules
dialysées avec 500 nM [Ca2] et 3 mM ATP (noir, n=6) ou 3 mM AMP-PNP (vert, n=9)
d’expériences semblables à celle illustrée en a. B. Panneaux a et b. famille de courants
représentatifs induits avec une solution de pipette contenant 500 nM [Ca2] et 3 mlvi ATP (a, noir)
ou AMP-PNP (b, vert). A partir d’un PM de —50 mV, des sauts de potentiels (750 ms) de —90 mV â
+110 furent appliqués avec un incrément de 20 mV. Chaque saut était suivi d’une repolarisation à —
80 mV pour 500 ms. Panneaux c et d. Courbe IV moyenne de la composante instantanée (c) et
soutenue (d) de Ict5 induit en présence de 500 nM [Ca2*]j avec une solution interne contenant de
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Q trachée de cheval (Wang & Kotlikoff, 1997a). Par conséquent, étant donné
l’importance physiologique de cette enzyme et sur la base des résultats précédents
concernant l’action de l’ATP, nous avons entrepris d’évaluer l’implication potentielle
de CaMKII dans la modulation de 1CI(Ca) de cellules musculaires lisses vasculaires de
lapin par la phosphorylation. Pour ce faire, ‘Cl(Ca) fut tout d’abord enregistré dans des
cellules musculaires lisses de la veine porte et de l’artère pulmonaire à l’aide de la
technique de «patch» perforé où un influx calcique est généré via les canaux Ca(L).
À partir d’un potentielmembranairemaintenu à—70 mV, la cellule fut dépolarisée à
+10 mV afin de provoquer un courant entrant calcique rapide et sensible à la
nifédipine. La repolarisation à —70 mV provoqua un courant de queue entrant lent et
de grande amplitude qui est généré par ‘Cl(Ca) (figure 3.C.2-A). L’exposition du
myocyte de la veine porte au KN-93 (5 jiM), un inhibiteur spécifique de CaMKII,
résulta en une diminution de l’amplitude de ICI(Ca), mais également du courant Ca(L)
(figure 3.C.2-A). Par conséquent, la réduction de l’amplitude de ‘CI(Ca) pouffait
simplement être attribuable à la diminution d’ions Ca2 entrant par les canaux Ca(L).
Dans l’exemple illustré à la figure 3.C.2, alors que le courant calcique fut diminué de
45% par le KN-93, ICI(Ca) fut réduit de 68%. Sur un total de cinq expériences, le KN
93 amena une réduction à la fois du courant Ca(L) (3$ ± 6%) et ICI(Ca) (51 ± 10%). Par
contre, suite au retrait du KN-93 du milieu extracellulaire, une certaine proportion de
‘Cl(Ca) fut récupérée alors que le courant calcique a continué de diminuer tel que
démontré par le graphique exprimant le décours temporel des courants Ca(L) et ‘C(Ca)
lors de l’exposition au KN-93 (figure 3.C.2-A). La même méthode fut utilisée pour
l’artère pulmonaire à l’exception que le myocyte fut maintenu à —50 mV et dépolarisé




















Figure 3.C.2 Effets d’un inhibiteur de CaMKIL le KN-93, sur les courants induits par une
dépolarisa tion enregistrés en configuration de patch peijoré
A. Exemple d’expérience réalisée avec des cellules musculaires lisses de la veine porte illustrant
l’effet de 5 iM KN-93 SuS ‘CI(Ca) induit par l’influx calcique via l’activation des canaux Ca(L). Les
courants furent enregistrés en utilisant la méthode de patch perforé avec la nystatine (300 .ig/m1).
Le Bay K $644 (1 jtM) fut inclus dans la solution externe afin d’augmenter le courant Ca(L). Les
trois traces du haut représentent les courants enregistrés avant (a, noir), pendant (b, rouge) et
suivant (c, vert) l’application de 5 jtM KN-93. Les courants furent induits par une dépolarisation à
+10 mV de 500 ms et d’une repolarisation à —70 mV pendant 1.25 seconde toutes les 30 secondes
(PM= —70 mV). Le graphique du bas exprime l’amplitude du courant entrant Ca(L) maximal à +10
mV (cercles pleins) et le lent courant de queue ‘Cl(ca) à —70 mV (cercles vides) en fonction du temps
pour cette expérience; les mesures des trois tracés au-dessus sont identifiées. B. Courants
représentatifs de myocytes d’artères pulmonaires en dépolarisant (PM= —50 mV) à +20 mV pour
200 rns en conditions témoins et suivant l’application de 5 1iM KN-93 pendant 5 minutes (méthode
O du patch perforé avec amphotéricine B, 300 tg/rn1). Notons que le KN-93 inhibe à la fois lecourant Ca(L) et ‘CI(Ca) dans les deux préparations. Toutes les expériences furent enregistrées en
utilisant les solutions A et T à 23 °C.
5 .iM KN-93
5019+20 -50
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C à +20 mV et des résultats semblables furent obtenus. Les courants calciques et ‘Cl(Ca)
furent réduits de 69 ± 9% et 54 ± 2%, respectivement (n=5). Par contre, dû à l’effet
du KN-93 sur le courant calcique, il est difficile d’évaluer l’importance réelle d’une
phosphorylation par CaMKII sur ICI(Ca), impliquant qu’une technique alternative a dû
être utilisée.
Effet du KW-93 sur ICtCa en présence d’une [CaJ libre fixe et connue dans la
veine porte
L’exposition de cellules musculaires lisses de la veine porte dialysées avec
500 nM [Ca2j à 5 tM KN-93 pour une durée minimale dc 10 minutes n’a augmenté
ni la composante instantanée ni soutenue de ‘CI(Ca) dans dix myocytes testés.
L’amplitude moyenne des composantes instantanés et soutenues de ces expériences à
+70 mV était de 1.6 ± 0.2 et 3.7 ± 0.6 pA/pF, respectivement, en conditions témoins
et de 1.4 ± 0.2 et 3.1 ± 0.5 pA/pF, respectivement, en présence de KN-93. De plus, le
KN-93 n’a pas affecté de façon significative les cinétiques d’activation ou de
déactivation. Une constante moyenne à —$0 mV de 105 ± 10 et 87 ± 9 ms en
absence et en présence de KN-93, respectivement, fut enregistrée dans dix myocytes.
Par contre, pour sept des dix expériences où le KN-93 fut appliqué, le KN-93 a inhibé
le courant macroscopique tel qu’illustré par l’exemple à la figure 3.C.3-A.
Également, dans quatre des cinq myocytes veineux dialysés avec 1 M [Ca2j, une
réduction de l’amplitude de ‘Cl(Ca) fut enregistrée suite à une exposition au KN-93 (5
tM), la cellule restante n’ayant aucunement réagi au composé. Précédant l’exposition
à 5 M KN-93, le courant soutenu moyen était de 6.9 ± 0.6 pA/pF et de 4.8 ± 0.9




















KN-93 de ‘Cl(Ca) induit par 500 nM [CaJ1 des
A. Décours temporel de l’effet de 5 1,tM KN-93 sur ICI(Ca) induit en présence de 500nM [Ca2]. Le
courant instantané (cercles vides) et soutenu (cercles pleins) suivant la dépolarisation de I seconde
à +70 mV (PM= —50 mV). Le KN-93 fut appliqué pour la période indiquée par le trait horizontal.
Encarts Deux familles de tracés représentatifs de ‘CI(Ca) enregistrés avant (noir) ou suivant
l’établissement d’une inhibition stable par le KN-93 (rouge). Ces courants furent induit par des
sauts de 1.5 s de —90 à t130 mV appliqués à raison de 20 mV à partir du potentiel membranaire de
—50 mV. B. Histogrammes rapportant le pourcentage moyen de changement à une concentration de
5 tM KN-93 (colonnes rouges) relativement au contrôle (100%; colonnes blanches) pour le
courant instantané (gauche) et soutenu (droite) enregistrés à a-70 mV de myocytes de VP dialysés
avec 500 nM (n=7) ou I jiM [Ca]1 libre (n=5) tel qu’indiqué. En a et b, * indiquent une différence
significative relative au témoin avec P < 0.05. Toutes les expériences furent enregistrées en
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Figure 3.C.4 Effets du KN-93 sur ‘Cflc) de myocytes d4P dialysés avec 500 nMfCa’71
A. Panneau a. Tracés représentatifs de courants d’artères pulmonaires dialysées avec 500 nM
[Ca2] libre qui furent enregistrés avant (noir), pendant (rouge) et suivant (vert) l’application de 5
ttM KN-93. Les courants furent induits par des sauts à +70 mV de 1 s suivi d’une hyperpolarisation
de 750 ms à —$0 mV (PM= —50 mV). Le courant en bleu est le courant enregistré suite à
l’exposition à 100 M NfA. Panneau b. Graphique illustrant l’amplitude du courant soutenu en
fonction du temps pour cette expérience; les mesures des trois tracés de courants au-dessus sont
identifiées. B. L’histogramme rapporte la constante de temps (r) moyenne de l’activation à +70 mV
et de déactivation à —80 mV mesurée en absence (témoin) et présence de KN-93 (n=l 7)
d’expériences semblables à ce qui est présenté en A. * Significativement différent du témoin avec P
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O pA/pF après quatre minutes d’exposition au -93 (n=5). Le pourcentage de
changement moyen suivant l’exposition à 5 tM KN-93 pour les composantes
instantanée et soutenue de ‘Cl(Ca) est représenté dans le graphique à la figure 3.C.3-B.
D’autre part, l’inclusion d’un peptide inhibiteur de treize acides aminés, l’ARIP
(Autocamtide-2 Related Inhibitory Peptide; 1 jaM), hautement sélectif pour CaMKII
(K de 40 nM) (Ishida et aÏ., 1995) dans la solution interne (500 nM [Ca2j), n’a
produit aucun changement significatif de ‘Cl(Ca). Dans quatre expériences, le courant
instantané moyen à +90 mV était de 2.4 ± 0.7 et de 3 ± 1 pAJpF en absence et en
présence de 1 jiM ARIP, respectivement, alors que le courant soutenu était de 4 ± 1
et 7 ± 4 pA/pF en contrôle et avec ARIP, respectivement. Ces résultats, contrairement
à ceux obtenus à l’aide du KN-93, suggèrent que ‘Cl(Ca) des myocytes de la veine
porte n’est pas soumis à une régulation par la CaMKII.
Effets du KN-93 sur IC(’Ca} des myocytes d ‘artères pulmonaires et coronaires
Tel qu’illustré à la figure 3.C.4-A, l’exposition de myocytes d’AP à 5 1tM
KN-93 a provoqué l’augmentation de ‘Cl(Qa) induit en présence de 500 nM {Ca2j
dans 1$ myocytes sur les 22 testés et n’a eu aucun effet sur les autres cellules. De ces
18 cellules, le KN-93 a augmenté le courant enregistré à —50 mV de —1.2 ± 0.1 à —
2.4 ± 0.3 pA/pf et a augmenté la composante soutenue de ‘Cl(Ca) à +70 mV de 4.9 ±
0.7 à 11 ± 1 pA/pf (figure 3.C.4-A). Toutefois, l’application de KN-93 pendant 10
minutes n’a eu aucun effet sur le courant induit en présence de 250 nM [Ca2] dans
six cellules d’AP. Cette augmentation de l’amplitude produite par le KN-93 s’est
C
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Figure 3.C.5 Effets du KN-93 sur ‘Cl(Ca,) de myoc’tes d A C dialysés avec I ji4I [CaJ,
A. Expérience représentative montrant l’effet de 5 1aM KX-93 SUr ‘CI(Ca) enregistrés dans des
cellules d’AC dialysées avec 1 tM [Ca2],. À partir d’un PM de —50 mV, les courants furent
induits par des sauts de 1 seconde entre —90 et +130 mV appliqués avec des sauts de 20 mV. B.
Histogramme rapportant le pourcentage de changement moyen relativement au contrôle (100%;
colonnes blanches) du courant instantané (a) et soutenu (b) à +70 mV induit par 5 .iM KN-93
(colonnes rouges) de cellules d’AC dïalysées avec 500 nIVI (n=l 1) ou 1 1tM [Ca2] libre (n=14)
tel qu’indiqué (solutions B et II: n=6 et n=10 pour 500 nM et 1 tM [Ca2]t, respectivement;
solutions C et II: n=5 et n=4 pour 500 nM et 1 aM [Ca2]1, respectivement). En a et b, * indique
une différence significative relative au contrôle avec P <0.05 et P < 0.01, respectivement. Toutes







































figure 3.C.6 Effets du KW-93
physiologique
sur
‘C/(Cu) de myocytes d’AC à température quasi-
A. Courbes IV moyennes pour le courant instantané (a) et soutenu (b) enregistrés en conditions
témoins (cercles noirs) et après au moins 5 minutes d’exposition à 10 tM KN-93 (triangles
rouges; n=$) de myocytes d’AC dialysés avec 500 nM [Ca271. B. Courbes IV moyennes pour le
courant instantané (a) et soutenu (b) enregistrés en conditions témoins (carrés noirs) et après au
moins 5 minutes d’exposition à 10 jiM KN-93 (triangles rouges; n=8) de myocytes dialysés avec
I tM [Ca2’]. Différences significatives entre témoin et KN-93 pour le courant instantané (a)
avec P < 0.05 furent détectées à —60 et à tous les voltages plus positifs que +10 mV, et pour le
courant soutenu (b) à tous les voltages plus négatifs que —50 mV et plus positifs que O mV. Les
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O avérée ifféversible même cinq minutes après le lavage du -93 (figure 3.C.4-A) et
est apparue associée à un changement des cinétiques du courant. En présence de KN
93, tact +70 mV diminua de 237 ± 10 à 186 ± 11 ms et tdéact à —80 mV augmenta de
98 ± 5 à 134 ± 6 ms (n=16). D’autre part, un analogue inactif du KN-93, le KN-92,
n’a eu aucun effet tant sur l’amplitude de ‘QI(Ca) que sur ses cinétiques dans les artères
pulmonaires et coronaires. Dans les myocytes d’AP, le courant soutenu moyen à +70
mV était de 11 ± 2 et 10 ± 2 pA/pF en absence et en présence de 5 tM de KN-92
(n=7). Le t pour le courant entrant et sortant activé en fonction du temps en présence
de KN-92 était de 235 ± 7 et 90 ± 10 ms, respectivement, ce qui n’est
significativement pas différent du t en conditions témoins (248 ± 5 et 99 ± 9 ms,
respectivement).
Les courants ICIfCa) enregistrés dans les myocytes d’AP et d’AC présentant les
mêmes caractéristiques (voir section 3.A), il fut ensuite entrepris d’évaluer si un effet
du KN-93 semblable à celui observé dans l’AP était présent dans l’AC. En fait,
l’application de 5 4M KN-93 a augmenté les composantes instantanée et soutenue de
‘Cl(Ca) d’AC lorsque dialysées avec 1 M [Ca2’it (figure 3.C.5-A et B) mais pas avec
500 nM {Ca2j (figure 3.C.5-B). Les mêmes résultats ont été obtenus par l’exposition
à 10 tM KN-93 de myocytes d’AC dialysés avec 500 nM et 1 !IM [Ca2j1 libre à une
température quasi-physiologique (30 °C) (figure 3.C.6). Par conséquent, l’application
de KN-93 dans le milieu extracellulaire augmenta iC(Ca) des cellules musculaires
lisses artérielles mais son effet dépend de la [Ca2j.
L’impact du KN-93 sur les cinétiques de ICI(Ca) suggère que le composé
influence le «gating» des Cla. La figure 3.C.7 démontre l’effet du KN-93 sur la
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Figure 3.C.7 Effets du KN-93 sur ta courbe d’activation en régime établi de ‘C/(Ca, de myocytes
d ‘A?
Graphique représentant la conductance (calculée selon ]7( V-E,.)) du courant soutenu en fonction du
potentiel membranafre de courants d’AP enregistrés avec 500 nM tCa2] en absence (cercles noirs
et ligne pleine) et en présence de 5 iM KN-93 (cercles rouges et ligne pointillée). Chaque point est
la moyeime ± s.e.m. de 9 cellules. Les lignes continues et pointillées suivent une relation
sigmoïdale de type Boltzmann du moindre carré pour chaque point. Encart Conductance
normalisée en absence (contrôle, ligne continue noire) et en présence de 5 tM KN-93 (ligne
pointillée rouge) pour les potentiels de —100 à O mV. Toutes les expériences furent enregistrées en
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C dépendance au voltage de la conductance (G) de ICI(Ca) des myoces d’aères
pulmonaires dialysés avec 500 nM [Ca2]. Ce paramètre fut calculé en utilisant
l’équation suivante : G= I/(V-E11), où I est le courant soutenu, V le potentiel imposé
et le potentiel d’inversion du courant. Le KN-93 a augmenté la conductance
maximale de ‘Cl(Ca) en plus d’induire un déplacement vers la gauche de la courbe
d’activation en régime établi. Le potentiel semi-maximal apparent (V0.5) était de 96 ±
10 mV en contrôle et 66 ± 3 mV (n=8) en présence de 5 iM KN-93. Nous n’avons
toutefois pas observé de changement significatif du coefficient de la pente de la
courbe. Le KN-93 a également produit un déplacement négatif similaire de Vo.5 dans
sept myocytes d’AC dialysés avec 1 iM [Ca2] (111 ± 6 mV en contrôle et 73 ± 3
mV en KN-93, F < 0.05) avec une légère augmentation de la conductance maximale.
Effets de la dialyse d ‘un peptide inhibiteur de CaMK1I dans les myocytes d ‘artères
pulmonaires
Afin de s’assurer de la spécificité de l’effet observé du KN-93 sur ICI(Ca) par
son action sur CaMMI, la dialyse d’un peptide inhibiteur hautement spécifique pour
l’enzyme fut réalisé. Les expériences furent réalisées en comparant ‘Cl(Ca) évoqué en
présence de 500 nM [Ca2] libre avec ou sans l’inclusion d’ARIP (1 tM) dans la
solution interne. L’inclusion d’ARIP dans la pipette amena une augmentation rapide
et marquée de l’amplitude du courant qui fut encore plus prononcée à des potentiels
négatifs. Le courant instantané enregistré deux minutes suivant le bris de la cellule en
présence d’ARIP dans la pipette était de —5.9 ± 0.8 et 6.7 ± 0.6 pA/pf à —90 et +90
mV, respectivement (n=9). Ces valeurs sont plus négatives que les courants
C
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Figure 3.C.$ Effets d’un peptide inhibiteur de CaMKII sur ‘Cl(Ca)
[Ca]
d’AP dialysés avec 500 nM
o
A et B. Effets de la dialyse d’un inhibiteur peptidique sélectif pour CaMKII, «autocamtide-2-
related inhibitory peptide» (ARIP; 1 ttM) en fonction du potentiel membranaire du courant ‘C](c)
instantané (A) et soutenu (B) enregistrés de myocytes d’AP dialysés avec 500 nM [Ca] en
absence (noir, n=9) ou en présence (rouge, n=7) d’ARIP. Les courants en conditions témoins et en
présence de ARIP étaient significativement différents pour le courant instantané (A) avec P < 0.01
pour les potentiels supérieurs à ±10 et inférieurs à —10 mV, et pour le courant soutenu (3) avec P <
0.01 pour les potentiels plus négatifs que —10 mV et P < 0.05 pour les potentiels entre +10 et +50
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enregistrés de cellules dialysées avec la solution interne contrôle avec —2.3 ± 0.4 et
3.9 ± 0.6 pAJpF à —90 et +90 mV, respectivement (n=7). La figure 3.C.$ montre la
courbe IV moyenne de la composante instantanée (A) et soutenue (B) du courant
induit par une solution de pipette contenant ARIP en comparaison avec la solution
témoin. Par conséquent, la présence d’un inhibiteur peptidique spécifique à CaMKII
dans le milieu intracellulaire augmenta ICI(Ca) dans les cellules musculaires lisses
d’AP.
Effets de CaMKII autothiophosphotylée sur ‘Cl(Ca) de myocytes d’artères pulmonaires
Les expériences précédentes ont démontré que l’inhibition de CaMKII
endogène des myocytes artériels par le KN-93 et un inhibiteur peptidique augmentait
l’amplitude de ICI(Ca). Par conséquent, la perfusion interne de cellules musculaires
lisses d’artère pulmonaire avec la CaMKII constitutivement active devrait réduire
l’amplitude de ICI(Ca). La figure 3.C.9-A présente un exemple de tracés de courants
induits avec 500 nM [Ca2j après trois minutes de dialyse en absence (figure 3.C.9-
A, noir) et présence de CaMKII activée (figure 3.C.9-A, vert). Les composantes
instantanée (figure 3.C.9-Ba) et soutenue (figure 3.C.9-Bb) de ICI(Ca) furent toutes
deux réduites de façon significative par la dialyse de l’enzyme constitutivement
active. Le courant soutenu à — 90 et +90 mV en présence de CaMKII activée était de
—0.8 ± 0.1 et 5.7 ± 0.6 pA/pF (n=7) comparativement à —4 ± 1 et 12 ± 2 pA/pF en
condition témoin (n=7). Les cinétiques du courant furent également modifiées par la
présence de CaMKII active. La constante de temps du courant de queue à —50 mV
suivant la dépolarisation à +110 mV était 124 ± 9 (n=7) et 83 ± 4 ms (n=7) en
C




figure 3.C.9 Effets de la dialyse de mvocytes d ‘AP avec une forme constitutivement active de
C’aMKII sur
‘C1(ca,) d ‘AP en présence de 500 nM [caJ
G
A. Effets de la dialyse d’une forme constimtivement autophosphorylée et active de CaMKJI sur
‘Cl(Ca) de myocytes d’A2 exposés à 500 nM [Ca2]. Le peptide fut dialysé dans la cellule à une
concentration de 30 nM. Les courants en absence et en présence de l’enzyme active étaient
enregistrés aprés trois minutes de dialyse de cellules différentes, mais isolées le même jour.
Familles de tracés de courant ‘CI(Ca) représentatifs en contrôle (noir) ou suivant la dialyse de la
kinase (vert; +AutoCaMKII). Le protocole de voltage imposé consiste en sauts de 1.5 seconde entre
—90 et +150 mV appliqués avec 20 mV d’intervalle à partir d’un PM = —50 mV. Ba et b,
respectivement, représentent la relation IV pour les composantes instantanée et soutenue du courant
‘CI(Ca) enregistrées en absence (cercles noirs, n=7) et en présence (cercles verts; n=7) de la kinase
active. Les différences entre le contrôle et AutoCaMKII étaient significatives pour le courant
instantané (a) avec P < 0.01 pour les potentiels plus positifs que -r30 mV et plus négatifs que—10
mV, et pour le courant soutenu (b) avec P <0.01 pour les potentiels plus positifs que ±10 mV et
avec P < 0.05 pour les potentiels plus négatifs que —10 mV. Toutes les expériences furent
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(Z’ absence et en présence de CaMKJI autothiophosphoryléc, respectivement. Par
conséquent, la présence de CaMKII constitutivement active dans le cytoplasme peut
modifier ‘CIfCa) des myocytes d’artères pulmonaires de manière opposée à celle
observée avec les inhibiteurs de CaMKII endogène.
Localisation intracellulaire d ‘enzymes activées par le Ca2
L’utilisation d’un anticorps spécifique contre CaMKII, mais sans
discrimination entre les différentes isoformes a permis de démontrer la distribution
homogène de l’enzyme dans le cytoplasme des cellules musculaires lisses d’artères
coronaires au repos (figure 3.C.10-A et Db). Par contre, l’utilisation d’ionomycine
(80 nM), un ionophore calcique, pour augmenter la {Ca2] et l’exposition au ML-7,
un inhibiteur de la MLCK, afin de limiter la contraction de la cellule musculaire lisse
a permis d’observer la réponse spatiale de l’enzyme à une augmentation de [Ca2].
Plus précisément, nous avons observé qu’une augmentation de la [Ca2i à 500 nM
induisait une transiocation de l’enzyme vers le noyau et près de la membrane
plasmique. Cette dernière observation est cohérente avec les résultats précédents,
suggérant que CaMKII affecte l’activité du courant ‘Cl(Ca) de par sa localisation, suite
à l’augmentation de la [Ca2]. D’autre part, la régulation des canaux CICa par une
kinase, en l’occuffence CaMKII, implique la participation d’au moins une
phosphatase dans la régulation de CICa. La calcineurine, une phosphatase activée par
le Ca2 et la CaM est donc une candidate pour ce rôle et l’utilisation d’un anticorps
contre la sous-unité CaNA a permis de démontrer la présence de cette enzyme dans
o






hnmttnodétection de CaMKII et CaN de myocytes coronaires
A. Immunomarquage de CaMKII dans les cellules musculaires lisses d’artères coronaires exposées
soit à une solution externe normale pendant 15 minutes avant la fixation (a) ou après une
préincubation en présence de 1 11M [Ca2j libre, 80 nM ionomycine et 3 1iM ML-7 pendant 15
minutes afin d’élever la concentration intracellulaire en Ca2 tout en limitant la contraction des
myocytes (b). Les deux images rectangulaires du haut (1024 x 176 pixels) sont des coupes
longitudinales de 0.4 tm d’épaisseur. Les deux images du bas sont des coupes transversales prises
à l’endroit indiqué par la flèche blanche; ces images furent formées à partir de 2$ sections
longitudinales de 0.4 im d’épaisseur. Ligne de calibration: 200 .im. B. Immunomarquage pour
calcineurine (CaN) d’artères coronaires exposées aux mêmes conditions qu’en A. Notons que ces
deux myocytes sont les mêmes que ceux présentés en A. Les deux images rectangulaires du haut
(1024 x 176 pixels) sont des coupes longitudinales de 0.4 tm d’épaisseur. Ligne de calibration:
200 im. Les deux images du bas sont des coupes transversales à l’endroit indiqué par la flèche
blanche; ces images furent formées à partir de 28 sections longitudinales de 0.4 tm d’épaisseur.
Notons le marquage plus intense des deux enzymes près de la membrane en condition de [Ca2]
élevée (b) C. Images hybrides assemblées en utilisant celles illustrées en Aa et Ba (Ca) ainsi que
Ab et Bb (Cb), respectivement. D. Simple marquage de CaN (a) et CaMKII (b), respectivement, de
myocytes préincubés pendant 15 minutes en présence de 1 1iM [Ca2], 80 nM ionomycine et 3 p.M
ML-7. Tous les paramètres, incluant la puissance des lasers et les paramètres d’acquisition, étaient
semblables à ceux de A et B. E. Double marquage avec les anticorps secondaires fluorescents anti-
souris (a) et anti-lapin (b) de myocytes exposés pendant 15 minutes à une solution externe. Les
panneaux e et d sont, respectivement, les images de contraste de phase et composite. Tous les
paramètres, incluant la puissance des lasers et les paramètres d’acquisition, étaient semblables à
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Q les myoces coronaires ainsi que sa distribution homogène dans le cop1asme de la
cellule au repos. Tout comme CaMKII, l’augmentation de [Ca2j était accompagnée
d’une transiocation de l’enzyme dans le noyau mais également à la membrane (figure
3.C.l0-B et Da). Il est également intéressant de noter le degré de colocalisation des
deux enzymes à la membrane suite à l’augmentation de [Ca2j, contrairement au
myocyte en condition basale (figure 3.C.l0-Ca et Cb).
G
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Section 3.D - Régulation de ‘çicç de mvocytes artériels de lapin par la caN
Effet d ‘une déphosphotylation par la calcineurine
Les résultats présentés précédemment suggèrent qu’une phosphorylation de
CiCa ou d’une protéine régulatrice par CaMKII inhibe ‘C1(C) des myocytes artériels. Il
en découle qu’au moins une phosphatase soit impliquée dans la régulation de ‘Cl(Ca).
L’étude d’immunofluorescence présentée à la section précédente suggère également
que la calcineurine (CaN), une phosphatase activée par le Ca2, se déplace vers la
membrane plasmique de myocytes coronaires en réponse à une augmentation de la
[Ca2]. L’étude de l’action de la CaN sur l’activation de ICÏ(Ca) des myocytes
coronaires fut d’abord réalisée en étudiant l’effet de la cyclosporine A (CsA), un
inhibiteur de la CaN, sur des courants 1CI(Ca) produits par 350, 500 nI\4 ou 1 iiM
[Ca2j dans le cytoplasme. Puisque l’1C50 pour l’inhibition de la CaN par la CsA est
de 1 0—i 0 M (Rusnak & Mertz, 2000), nous avons utilisé une concentration de CsA
(10 iM) qui devrait théoriquement abolir l’activité de CaN. L’application de CsA,
soit dans le cytoplasme par sa dialyse via la solution de pipette ou encore
l’application, dans la solution de perfusion, a inhibé ‘Cl(Ca) d’une façon qui varie avec
la [Ca2j. Nous avons observé que la CsA appliquée de façon intracellulaire réduisit
de façon significative IC1(Ca) dans les myocytes dialysés avec 350 ou 500 mM [Ca2]
(figure 3.D.1 et 3.D.2-A et Ca). Par exemple, avec 350 nM [Ca2], la composante
soutenue d’ICI(Ca) enregistrée à +100 mV était de 14 ± 2 pA!pF (n=6) en absence et
5.6 ± 0.8 pA/pF (n5) en présence de CsA dans le cytoplasme (P <0.001). De même,
C ICI(Ca) soutenu à +50 mV était respectivement 6.1 ± 0.8 pA!pF (n=23) et 3.6 ± 0.3
CHAPITRE 3: RÉSUL TA TS 162
o
o






-60 -30 0 30 60 90
Vm (mV)
A. Famille de tracés représentatifs de ‘CI(Ca) enregistrées de cellules musculaires lisses d’artéres
coronaires dialysées avec 350 nM [Ca2] en absence (noir) ou en présence de Cyclosporin A (10
tM; CsA) (vert) dans la solution de pipette. À partir d’un PM = —60 mV, des sauts de potentiels (1
seconde) de —60 à +100 mV furent appliqués à raison de 10 mV. B. Panneaux a et b,
respectivement, montrent les courbes IV pour le courant instantané et soutenu enregistrés en
absence (losanges noirs, n=6) ou en présence (losanges verts, n=5) de CsA. La différence entre les
deux conditions était significative pour le courant instantané (a) avec P < 0.05 pour tous les
potentiels positifs à ±50 mv, et pour le courant soutenu (b) avec P < 0.05 pour tous les potentiels
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figure 3.D.1 Effets de la cyclosporine A, un inhibiteur de CaN, ‘C1(ca. de invocytes
coronaires dia lysés avec 350 iiM [COE
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pA!pF) (n=24) en absence et en présence de CsA (P<0.001) dans les myocytes
dialysés avec 500 nM [Ca2]. Par contre, ‘Cl(Ca) en présence de 1 1iM [Ca2j, et donc
complètement activé, ne fut pas influencé par la présence de CsA dans le milieu
interne (figure 3.D.2-B et Cb). En effet, à +50 mV, ICI(Ca) soutenu était 6.8 ± 0.8
pAJpF (n=41) en contrôle et $ ± 1 pAJpF (n=18) avec la CsA dans la solution de
pipette (P=0.985). Il semble que l’effet de la CsA dépende de la [Ca2]1. Notons que
le potentiel d’inversion de ces courants n’était pas significativement affecté par
l’inclusion de CsA dans la solution de pipette pour aucune des [Ca2] testées avec
350 nM [Ca2]: témoin, —19 ± 5 mV (n=6); CsA,—27 ± 5 mV (n=5); avec 500 nM
témoin, —14 ± 1 mV (n=6); CsA,—13 ± 1 mV (n=5); avec I iM [Ca2]1
témoin, —15 ± 1 mV (n6); CsA,—15 ± 1 mV (n=5). Sans avoir fait une analyse
rigoureuse, il est apparu que l’ANF (100 tM) inhibait également les composantes
instantanée et soutenue de ICI(Ca) des cellules traitées avec CsA et dialysées avec 500
nM (n=l) ou 1 tM [Ca2] (n=5).
Nous avons procédé à une analyse approfondie des résultats précédents afin
de déterminer si la modulation de ICI(Ca) par CaN était affectée par le potentiel
membranaire et la [Ca2]. La figure 3.D.3-Aa, b et c montre un graphique illustrant
les effets de la CsA sur la conductance de ICI(Ca) (gcl(ca)) mesurée à la fin de sauts à
différents potentiels de cellules dialysées avec 350 nM, 500 nM et 1 tM [Ca2],
respectivement. La figure 3.D.3-A montre que la CsA atténue significativement
gcl(ca) dans les cellules dialysées avec 350 nM (Aa) et 500 nIVI [Ca2]1 (Ah) mais que
la CSA est sans effet en présence de 1 1iM [Ca2j (Ac). L’impact de la CsA est
également apparu dominant à des potentiels plus positifs et ceci est clairement illustré
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Figure 3.D.2 Effets de la cyclosporine A sur ‘Cl(Ca, de mvocytes coronaires dialysés avec 500 nM
ou I tiA’f[Ca]
A. Famille de tracés représentatifs de ‘CI(Ca) enregistrés dans des cellules dialysées avec 500 nM
[Ca2] en absence (noir) ou en présence de 10 iiM CsA (bleu) dans la solution de la pipette. À partir
d’un PM —60 rnV, des sauts de potentiels (1 seconde) de —60 à +100 mV furent appliqués â raison
de sauts de 10 mV suivi d’une repolarisation â —60 mV. B. Exemple de tracés de ‘Cl(Ca) enregistrées
dans des cellules dialysées avec 1 11M [Ca2”]1 en absence (noir, contrôle) ou en présence de 10 11M
CsA (rouge; 10 1iM CsA) dans la solution de la pipette. Les courants furent induits par un protocole
identique à celui présenté en A. Les courants furent enregistrés à 30°C et en utilisant les solutions D
et IV. C. Courbe IV moyenne pour le courant soutenu enregistré en absence (symboles noirs, n=23)
ou en présence (symboles de couleur, n=24) de CsA pour des cellules dialysées avec 500 n_M (a) ou 1
1sM [Ca2] (b). Les différences entre les deux conditions étaient significatives avec P <0.05 pour les
potentiels positifs à +10 mV. Notons que pour le courant soutenu en présence de 500 uNI [Ca2] à —
60 mV, les deux moyennes sont à la limite de la significativité (P = 0.073).
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Figure 3.D.3 Effets de la cvclosporine A sur la dépendance au potentiel me,nbranaire et au
Ca2 de ‘CI(ca)
A. PannealLt a, b et e présentent des graphiques de la conductance moyenne pour ICI(Ca) pleinement
activé enregistrée en absence (contrôle, symboles noirs) ou présence (CsA; symboles de couleur)
de CsA (10 M) appliqués de façon intracellulaire pour des expériences réalisées avec 350 (a), 500
nM (b) ou I iM [Ca21 (e) tel qu’indiqué. Les données furent extraites des expériences décrites
dans les figures 3.D.l et 3.D.2. La conductance gci(ca) dans chaque cellule était calculée en utilisant
l’équation suivante l/(V
— Erf),) où I est le courant soutenu, V le voltage imposé et E,. le potentiel
d’inversion du courant. Dans chacun des panneaux, les deux séries de points suivent une fonction
exponentielle simple (lignes pleines). Panneau d présente un graphique rapportant la dépendance
au potentiel de l’inhibition de gcltca) induite par CsA pour les expériences réalisées avec 350 ou 500
nM [Ca2]1. Les données obtenues avec 1 pM [Ca2]1 ne furent pas incluses (vert) puisque la CsA
(bleu) n’a produit aticun effet significatif sur ‘CItCa). Les lignes pointillées et pleines suivent
respectivement une fonction linéaire des moindres carrés avec 350 et 500 nM [Ca2] avec les
paramètres suivants: 350 nM {Ca2]1: y = —0.069x±47.27 (P = 0.0197; r2 = 0.435); 500 nM
tCa1 :y = 0.13 lx+54.75 (P <0.0001; r2= 0.77$). B. Graphique montrant la courbe dose-réponse
au Ca)* à +50 mV en absence (cercles noirs) ou présence de 10 iM CsA (symboles verts). Les
points sont la moyenne d’entre 6 et 41 cellules enregistrées les mêmes jours. Les valeurs en
contrôle sont tirées de la figure 3.A.6. Les lignes suivent une relation sigmoïdale pour chaque point
en utilisant la fonction logistique : y = (A1-A2)I[l÷(XIX0)] + A2 avec les paramètres calculés
suivants : contrôle (cercles noirs) t A1 = 0.785, A, 7.25, X0 = 0.36 ± 0.02, p = 4 ± 1 et CsA
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à la figure 3.D.3-Ad qui présente un graphique de la dépendance au voltage de
l’inhibition par la CsA de gcl(ca) pour ces deux séries d’expériences. Dans les deux
cas, la CsA a altéré significativement la conductance associée aux canaux CF activés
par le Ca2 d’une manière qui varie en fonction du potentiel membranaire. Toutefois,
il est intéressant de noter que l’effet de la CsA présente des relations opposées au
potentiel dans les deux groupes : avec 350 nM [Ca2], le pourcentage d’inhibition par
CsA augmente linéairement de 45 à 65% entre —60 et +100 mV (P=0.0197; r2 =
0.44), alors qu’avec 500 nM [Ca2j, cette inhibition décline, bien que faiblement,
suivant une relation linéaire de 52 à 43% entre —60 et +50 mV (P< 0.0001; r2 =
0.7$). Ces résultats indiquent que la modulation de ICI(Ca) par la CaN est influencée
par le voltage bien que la dépendance au voltage de ce mécanisme soit relativement
modeste.
Les résultats présentés ci-haut suggèrent que la dépendance au potentiel de la
modulation de IQ1(C) puisse également être influencée par la [Ca2]. Afin de vérifier
cette possibilité, nous avons fait un graphique de l’amplitude de la composante
soutenue de ‘Cl(Ca) à +50 mV en absence et en présence de CsA (données des figures
3.A.6, 3.D.1 et 3.D.2) en fonction de la concentration en Ca2 de la pipette (figure
3.D.3-B). En conditions témoins (cercles noirs), la [Ca2j active ‘CI(Ca) avec une EC50
de 363 ± 20 uM (voir Section 3.A). En accord avec une altération de la sensibilité au
Ca2 par la CaN, la CsA (cercles verts) induit un déplacement vers la droite de la
dépendance au {Ca2i de ICI(Ca) avec une EC50 de 512 ± 40 nM, soit un déplacement
de 149 nM.
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Figure 3.D.4 Effets de la cyclosporine A sur les cinétiques d’activation et de déactivation de
‘cic de myocytes dialysés avec 500 nM et] p/vf [CaJ1
A. Panneaux a et b présentent des histogrammes rapportant les constantes de temps moyennes
pour les composantes rapides (tr; a) et lentes (ri; b) de l’activation de ‘Cl(Ca) à +60 mV de
myocytes dialysés avec 500 nIvi [Ca2]1 en absence (colonnes noires, n=21) ou en présence
(colonnes vertes, n=lO) de 10 jiM CsA. La différence entre les deux conditions était significative
pour la composante rapide de l’activation avec P < 0.05. Panneaux c et d montrent des
histogrammes rapportant les constantes de temps moyennes pour les composantes rapides tEr; c)
et lentes (r1; d) de la déactivation de ‘Cl(Ca) à —70 mV de myocytes dialysés avec 500 n_M tCa2i
en absence (colonnes noires, n=l6) ou en présence (colonnes vertes, n=9) de 10 iM CsA. B.
Panneaux a et b montrent des histogrammes rapportant les constantes de temps moyennes pour
les composantes rapides (tr; a) et lentes (ri; b) de l’activation de ‘Ci(Ca) à +60 mV de myocytes
dialyses avec 1 tM [Ca ] en absence (colonnes bleues, n=16) ou en presence (colonnes rouges,
n=1 1) de 10 tM CsA. Panneaux e et d montrent des histogrammes rapportant les constantes de
temps moyennes pour les composantes rapides (rr; c) et lentes (t1; d) de la déactivation de ‘Cl(Ca)
—70 mV de myocytes dialysés avec I j.rM [Ca2]1 en absence (colonnes bleues, n26) ou en
présence (colonnes rouges, n=9) de 10 .iM CsA. Les courants furent enregistrés à 30°C et en
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D’autre part, la figure 3.D.4 rapporte les constantes rapides (tr) et lentes (ti)
d’activation et de déactivation moyennes pour les expériences réalisées avec 500 nM
(figure 3.D.2) ou 1 jiM [Ca2] (figure 3.D.2), en absence (colonnes noires et bleues)
ou en présence de CsA (colonnes vertes et rouges). Avec 500 nM [Ca2j1 (figure
3.D.4-A), la CsA augmenta significativement tr +60 mV. Par contre, r fut
apparemment réduite par la présence de CsA, un effet qui est tout juste en deçà de la
limite de la significativité. De plus, tant Tr que ri tendent à être réduits par la CsA
bien qu’encore une fois ce ne soit pas significatif à —70 mV. Par contre, CsA n’eut
aucun effet sur les cinétiques de ICi(Ca) à +60 mV ni à —70 mV pour les cellules
dialysées avec 1 jaM [Ca2] (figure 3.D.4-B), un résultat en accord avec l’absence
d’effet de la CsA sur ICi(Ca) à cette [Ca2] (figure 3.D.3C et D).
Effets d’un peptide inhibiteur spécflque a la calcmeunne sur ‘C’l(C’a,)
Afin de valider notre hypothèse principale selon laquelle une
déphosphorylation par la CaN augmente 1CI(Ca), nous avons également examiné l’effet
d’une application intracellulaire d’un fragment peptidique synthétique (CaN-AF, 5
1iM) reconnu pour inhiber spécifiquement la CaN. La concentration du peptide utilisé
avoisine l’1C50 pour inhiber la déphosphorylation du fragment peptidique
phosphorylé RIT par la CaN in vitro (1C50 10 tM; (Perrino et aÏ., 2002)). La figure
3.D.5 présente des courbes IV pour les composantes instantanée (A) et soutenue (B)
de ‘Ci(Ca) enregistré après cinq minutes de dialyse cellulaire en absence (témoin) ou en
présence de 5 jiM CaN-AF de myocytes coronaires. Ce temps de dialyse fut
(J amplement suffisant pour observer des effets significatifs sur IC1(Ca) avec l’ARIP
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Effets d’un peptide inhibiteur hautement sélectifpoitr la CaN sur
Effets de l’inclusion dans la solution de la pipette d’un fragment auto-inhibiteur de CaN (CaN-AF;
5 tM) sur ‘Cl(Ca) de myocytes exposés à 500 nIvi [Ca2]. Les courants furent enregistrés le même
jour en alternance entre des cellules dialysées seulement avec la solution de pipette (témoin) ou
avec le peptide. Tous les courants furent enregistrés après au moins 5 minutes suivant l’obtention
de l’accès au milieu intracellulaire. A et B montrent respectivement les courbes IV moyennes pour
le courant instantané et soutenu enregistrés en absence (cercles noirs, n=l 1) ou en présence (cercles
verts, n=7) de CaN-AF. La différence entre les deux conditions est significative pour le courant
instantané (A) avec P <0.05 pour tous les potentiels plus positifs que O mV et plus négatifs que —20
mV et pour le courant soutenu (B) avec P <0.05 à tous les potentiels à l’exception de O et —10 mV.
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(figure 3.C.8, voir Section 3.C) ou encore la forme constitutivement active de
CaMKTI tel que précédemment démontré (figure 3.C.9, voir Section 3.C). Comme
pour les expériences avec la CsA appliquée de façon intracellulaire, les courants de
différentes cellules furent enregistrés durant la même journée d’expériences en
alternant entre les solutions de pipette contenant ou non le peptide inhibiteur.
L’application intracellulaire de CaN-AF avec 500 nM [Ca2j réduisit
significativement IcI(ca), à une gamme de potentiels membranaires physiologiques, à
un degré comparable à ce qui fut observé en présence de CsA dans le cytoplasme
(comparer avec figure 3.D.2-Ca). La figure 3.D.6 présente deux exemples
d’expériences pour lesquels le courant soutenu mesuré à -b90 mV fut enregistré
durant l’application externe de 10 jiM CsA (indiqué par les fiflèches) de cellules
dialysées avec (+) ou sans (—) CaN-AF. Alors qu’une réduction de iC(Ca) fUt
enregistrée après deux à trois minutes d’exposition au CsA en absence de CaN-AF
dans la solution de la pipette (figure 3.D.6-Aa, haut), la CsA ne parvint pas à inhiber
le courant lorsque le peptide inhibiteur fut inclus dans la solution de la pipette (figure
3.D.6-Ab). La figure 3.D.6-B montre un histogranime rapportant les valeurs
moyennes de la composante soutenue de 1CI(Qa) regroupant 7 ou 11 expériences
semblables à celles montrées à la figure 3.D.6-A. Alors que l’application externe de
CsA ne causa aucun effet sur icI(ca) de myocytes dialysés avec le peptide, la présence
de CaN-AF dans la pipette diminua significativement (P<0.01) les composantes
instantanée (données non représentées) et soutenue (figure 3.D.6-B) de IC1(Ca). Le
potentiel d’inversion des courants mesurés ne fut encore une fois aucunement affecté
de façon significative par la présence de CaN-AF dans la pipette témoin, Erev 13
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Fragment auto-inhibiteur CaN
Figure 3.D.6 Effets de / ‘exposition extracellulaire de rnyocytes à la CsA sur ‘Cl(a) en présence
et en absence de CaN-Af
A. Exemples d’expériences démontrant les effets de l’application externe de CsA (CsA, 10 1iM,
flèches rouges) de cellules dialysées avec une solution de pipette contenant (b, vert) ou non (a,
noir) le peptide inhibiteur CaN-AF (5 1iM). Chaque point représente la composante soutenue de
lC](Ca) à la fin d’un pulse de I seconde à ±90 mV à partir d’un PM de —60 mV; les sauts furent
appliqués à une fréquence de 0.1 Hz. B. Histogramme rapportant l’amplitude moyenne du courant
soutenu de ‘CI(Ca) à +90 mV de cellules exposées à 500 nM [Ca2] en absence (—, n=7) ou en
présence de CaN-AF (+, n=6) pour des expériences semblables à ce qui est présenté en A. Les
courants furent enregistrés avant (colonnes noires et vertes) et 5 minutes suivant l’application
extracellulaire de 10 1tM CsA (colonnes rouges). Les différences entre le témoin et CsA furent
seulement significatives avec P < 0.01 (t) pour les myocytes en absence de CaN-AF. Les courants
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± 1 mV (n=7); CaN-AF, E,.e, —12 ± 1 mV (n=1 1). Ces résultats appuient donc
l’hypothèse que la CaN augmente l’activation de ‘Cl(Ca) dans les myocytes d’artères
coronaires.
Effets de la CaN sur ‘Ct(Ca) des myocytes d’artères pulmonaires
Comme pour l’AC, l’inhibition de CaMKII induit une augmentation de ‘Cl(Ca)
dans les myocytes d’AP (Section 3.C). Nous avons donc entrepris d’évaluer si,
comme c’est le cas pour l’AC, la CaN est impliquée dans la régulation de ICI(Ca)
d’AP. La figure 3.D.7-A montre que l’inclusion d’une forme constitutivement active
de la Sous-unité Œ de la CaNA dans la pipette réduit la perte d’activité de Cla en
présence de 500 nM [Ca2] suivant la rupture de la membrane sous la pipette de
«patch» et la dialyse de la cellule. D’ailleurs, 6 minutes après le début de la dialyse,
les composantes instantanée et soutenue de ‘C](Ca) étaient nettement supérieures en
présence de CaNA Œ comparativement aux valeurs obtenues en absence de l’enzyme
(à +90 mV, 17 ± 5 et 47 ± $ pA/pF en absence et en présence de 500 nM CaNA a,
respectivement, n $ et 6). Les cinétiques d’activation et de déactivation de ‘Cl(Ca)
sont également affectées puisque après six minutes de dialyse, le taux d’activation du
courant est accru (tact à +130 mV, 421 ± 29 ms et 260 ± 33 ms en absence et en
présence de 500 nM CaNA a active, respectivement P= 0.003, n=$) alors que le taux
de fermeture des canaux est ralenti (tdéact —80 mV, 70 ± 5 ms et 96 ± 7 ms en
absence et en présence de l’enzyme, respectivement, P= 0.0 14) par la présence de
CaNA a active dans le cytoplasme. De plus, pour les expériences où ‘CI(Ca) est mesuré
jusqu’à 20 minutes, on note que la perte d’activité
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C
Figure 3.D.7 Effets de la dialyse de CaN constitutivernent active sur ‘Cl(Ca) de rnyocytes d ‘AP
A. Décours temporel de la composante soutenue de ‘CI(Ca) de myocytes d’artères pulmonaires
dialysés avec 500 nM [Ca] en absence (témoin, noir) et en présence (CaNA a, vert) d’une forme
constitutivement active de l’isoforme Œ de la sous-unité A de la calcineurine. Le courant fut obtenu
par une dépolarisation de 1.25 s à +90 mV à partir d’un PM= —50 mV. Encarts Exemples de traces
de
‘CltCa) des cellules en absence (noir) ou en présence (vert) de CaNA a active dans la solution de
pipette. Les relations IV furent enregistrées 6 minutes après la rupture du patch et pour des
dépolarisarions de 1.25 s allant de — 90 à ±110 mV à raison de sauts de +20 mV suivie d’une
repolarisation à —80 mV pour 750 ms. B. Relations courant-potentiel membranaire moyennes du
courant soutenu de ‘CI(Ca) selon les protocoles de l’encart en A enregistrés 6 minutes suivant
l’obtention de l’accès de cellules dialysées avec 500 nM [Ca2] libre en absence (témoin, noir) ou
en présence de CaNA Œ active (CaNA cx, vert). Les courants furent enregistrés à 23°C et en



































• CaN A u (500 nM)
-100 -50 0 50 100 150
V(mV)















Figure 3.D.$ Effet isoforme-spécflque de la CaNA sur ‘Cl(Cu) des myocytes d’artère pulmonaire
A. Panneau a présente les relations courant-voltage de ‘CI(Ca) de cellules musculaires lisses d’artères
pulmonaires dialysées avec une solution contenant 10 mM BAPTA et sans l’ajout de Ca2 en
absence (noir, témoin) ou en présence de 500 nM CaNA a (CaNA a, orange). Panneau b présente
les courbes IV de 1C(Ca) de myocytes dialysés avec 500 nM tCa2i libre sans (témoin, noir) ou avec
l’inclusion de CaNA a préalablement bouillie (10 minutes) dans la solution de pipette. Panneaux e
et d présentent comme b, à l’exception que la présence de peptide inhibiteur (c) (CaN-AF, rouge;
500 nM) ou de CaNA 13 (d, bleu pâle; 500 nM) est comparée à la présence de CaNA CL dans la
pipette. B. Histogramme rapportant la densité de courant moyenne de la composante soutenue de
lci(Ca) à +90 mV de myocytes dialysés avec 500 nM [Ca2*]j seulement (témoin), en présence de
CaNA a (vert), CaNA CL bouillie (bleu), CaNA CL et peptide inhibiteur (rouge) ou de CaNA 13 (bleu
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est complètement renversée par l’inclusion de l’enzyme dans la pipette (figure 3.0.7),
ce qui fut observé dans 6 des $ expériences réalisées.
La spécificité de l’effet observé par l’inclusion d’une forme active de CaN
AŒ fut étudiée en dialysant les myocytes d’AP avec la même enzyme préalablement
bouillie afin d’en retirer ses propriétés actives. La figure 3.D.8-Ab démontre que le
courant enregistré suite à la dialyse de l’enzyme rendue inactive n’est pas
significativement différent de celui en absence de la protéine (à +90 mV, 7 ± 2 et 16
± 6 pAIpF, en absence et en présence de CaN Aa bouillie, respectivement, n=4). De
plus, l’ajout d’un peptide correspondant au segment auto-inhibiteur de la CaNA
(CaN-AF) afin d’inhiber l’enzyme activée réduisit de façon significative l’habilité de
la CaNA c à augmenter ‘Cl(Ca) des myocytes d’AP en présence de 500 nM [Ca2] tel
qu’illustré par la figure 3.D.$-Ac. La densité de courant de la composante soutenue
de ‘Cl(Ca) à +90 mV de myocytes d’AP en présence de CaNA a seule était de 68 ± 14
pA!pF (n=6) et de 19 ± 4 pA/pF (n=5) en présence de CaN-AF, respectivement. Il est
intéressant de noter que la dialyse de la forme active de la sous-unité 3 de la CaNA
n’a eu aucun effet sur ‘CI(Ca) en présence de 500 nM [Ca2j (figure 3.0.8- Ad).
D’autre part, la dialyse de l’enzyme n’a eu aucun effet sur Icl(ca) en présence d’une
solution de pipette contenant 10 mlvi BAPTA et sans l’ajout de Ca2 malgré le fait
2+que 1 enzyme dialysee soit active independamment du niveau de [Ca ] (figure
3.D.$-Aa). Cette expérience révèle également que la déphosphorylation par la CaN
n’est pas suffisante pour stimuler IC1(Ca) et établit que la CaN est un régulateur
important de l’activité des Clça, mais n’est pas nécessaire à l’activation du canal. De
fait, ‘C(Ca) n’était pas différent 6 minutes après le début de la dialyse qu’il soit
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Figure 3.D.9 immunobuvardage de calVA u et fi dcms le muscle lisse d ‘artères pulmonaires
L’immunobuvardage fut réalisé en utilisant des anticorps spécifiques dirigés contre CaNA £L OU
CaNA f3 sur des lysats d’artères pulmonaires (AP, 50 sg) et de CaNA c (1 jig) ou CaNA f3 (0.5
FIg) exprimées dans des cellules Sf9 et purifiées (Sf9).
enregistré en absence ou en présence de CaNA 13, en présence de CaNA u bouillie ou
de CaNA u fonctionnelle et d’un peptide inhibiteur de CaN (figure 3.D.8-B). Le
niveau relatif d’expression de chacune des deux isoformes (u et f3) de la CaNA dans
les myocytes fraîchement isolés d’AP fut ensuite évalué par immunobuvardage en
utilisant des lysats d’AP préalablement dénudées d’endothélium.
L’immunobuvardage en utilisant des anticorps spécifiques pour les isoformes u et 13
démontra la présence des deux isoformes dans les myocytes d’AP (figure 3.D.9). De
plus, la comparaison avec comme étalon des isoformes purifiées démontra
qu’approximativement 0.56 tg et 0.3 ig de CaNA u et 13 respectivement, sont
présents dans les échantillons d’AP dénudée de son endothélium. Par conséquent, les
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(Z myocytes d’AP expriment à la fois l’isoforme cx et 1 de CaNA avec une
prédominance pour la forme cx.
Transtocation isoforme-spécflque de ta CaNA en réponse à une augmentation de
[Ca27
Précédemment, nous avons démontré à l’aide d’un anticorps non spécifique
entre les deux isoformes de la CaNA (figure 3.C.10) une transiocation de l’enzyme
vers la membrane plasmiquedes--myocyte& dartère coronaire suite àune élévation-de-
la [Ca2j. Des expériences semblables furent donc réalisées afin de déterminer si les
deux isoformes (cx et 13) identifiées dans les cellules musculaires lisses d’AP se
déplaçaient également vers la membrane suite à une augmentation de la [Ca2j. Des
anticorps spécifiques pour les isoformes cx et [3 de la CaNA furent utilisés afin
d’évaluer le distribution cellulaire des isoformes dans des myocytes fraîchement
isolés d’AP en conditions de [Ca2j basal et en réponse à une élévation de [Ca2J. En
conditions témoins ([Ca2] basale, sans ionophore calcique), les deux isoformes
semblent distribuées de façon homogène dans le cytoplasme des myocytes d’AP
(figure 3.D.10-A). D’autre part, l’exposition (15 minutes) avant fixation du myocyte
à une solution contenant 500 nM [Ca2j, l’ionophore calcique ionomycine ($0 nM) et
le ML-7 (3 jiM) avait pour but d’élever la [Ca2j tout en prévenant la contraction de
la cellule musculaire lisse. L’exposition à ce médium extracellulaire provoqua une
translocation de la sous-unité cx de CaNA au noyau, mais également à la membrane
plasmique du myocyte sans avoir d’effet sur la sous-unité [3 (figure 3.D.l0-A).
D’ailleurs, l’analyse d’images obtenues par microscopie confocale telles que celles
présentées à la figure 3.D.l0-A démontre, en évaluant le rapport entre l’intensité de la














Panneaux A et B présentent des images obtenues d’expériences immunocytochimiques sur des
myocytes pulmonaires identifiant simultanément CaNA Œ (vert) et CaNA 3 (rouge) en utilisant des
anticorps spécifiques en conditions témoins (A) ou suivant une préincubation en présence
d’ionomycin (80 nM), de ML-7 (3 1iM) et 500 nM [Ca2] libre pendant 15 minutes précédant la
fixation afin d’augmenter la [Ca2]. Ligne de calibration: 100 im. Panneau C illustre le ratio de
l’intensité de fluorescence du cytoplasme sur celle à la membrane de coupes transversales d’images
obtenues lors d’expériences semblables à celles décrites en A et B. Les histogrammes représentent
les résultats moyens d’expériences où les anticorps dirigés contre la CaNA Œ et f3 furent appliqués
individuellement (Ca) ou simultanément (Cb). Simple marquage t CaNA c: Témoin, n=4, 500 nM
Ca2, n=6; CaN Af3: Témoin, n=5, 500 nM Ca2, n=5; et Double marquage: Témoin, n=4, 500 nM
Ca2. n=5.
C a Simple marquage
CaNAu




Figure 3.D.1O Transiocation isoforme-spécflque de la CaNA par l’augmentation de la [CaJ1
de cellules musculaires lisses d’artères pulmonaires
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CHAPITRE 3: RÉSULTATS 179
fluorescence à la membrane à celle du cytoplasme, un accroissement de la
fluorescence associée à CaNA a à la membrane suite à l’élévation de la [Ca2j sans
avoir d’effet sur CaNA f3 et ce, que les expériences soient réalisées en marquages
individuels (figure 3 .D.10-C) ou simultanés (figure 3 .D. 10-3). Ces résultats sont en
accord avec nos résultats précédents suggérant une régulation de ICI(Ca) par la sous
unité Œ, mais pas par la sous-unité f3 de la CaNA.
Q
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C Section 4.A - Caractérisation du courant an ionique de cellules musculaires lisses
vascïtÏaires
En absence de K dans les milieux intra- et extracellulaires, la dialyse de
cellules musculaires lisses vasculaires avec une solution contenant tine [Ca2]1 libre et
fixe permet non seulement l’activation d’un courant sortant suite à une dépolarisation
supérieure à +10 mV, mais également celle d’un courant entrant au potentiel
membranaire de repos (—50 mV). L’utilisation d’une pipette contenant un chélateur
calcique, tel que l’EGTA ou le BAPTA, en forte concentration (10 mM) dans le but
de maintenir le niveau de Ca2 libre du cytoplasme à une valeur stable et connue. Par
conséquent, il est possible d’étudier les propriétés de canaux ioniques sensibles au
2-1-. 2+ . ,. .Ca intracellulaire a [Ca ] constante. Quoiqu il en soit, ce courant enregistre en
présence de [Ca2]1 arbore plusieurs caractéristiques propres aux courants générés par
les canaux CiCa tel que démontré dans d’autres types tissulaires (Arreola et al.,
1996;Kuruma & Hartzell. 2000;Large et al., 2002). Tout d’abord, il présente des
cinétiques d’activation et de déactivation lentes qui suivent, dans les myocytes
vasccilaires, une fonction exponentielle simple. De plus, la relation entre la densité de
courant soutenu et le potentiel membranaire présente une rectification sortante alors
que le courant instantané suit plutôt la loi ohmique et est par conséquent plus linéaire.
D’un point de vue pharmacologique, lorsque le myocyte est dialysé avec 500 nM
[Ca2j1, ce courant est inhibé par l’exposition à l’acide niflumique (100 M), un agent
pharmacologique considéré comme étant le plus puissant inhibiteur de CLCa.
Le potentiel d’inversion du courant généré dans nos conditions correspond au
potentiel d’équilibre théorique des ions C1 prédit par l’équation de Nemst et ce,
C
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C même en modifiant les conditions dans lesquelles le courant était étudié (différentes
solutions internes et externes et modification de la température). De plus, le
remplacement du NaC1 du perfusat par le NaSCN, le SCN étant plus perméable que
le Cl, a produit un déplacement du potentiel d’inversion vers des valeurs plus
négatives, tel que prévu. Ceci démontre donc que le courant observé résulte d’un
mouvement de charge anionique.
2+D autre part, le courant anionique est sensible a la [Ca J’ impose par la
dialyse de solution tamponnée en Ca2. En fait, la présence de Ca2 dans le
cytoplasme est nécessaire puisque aucun courant ne fut enregistré dans les myocytes
coronaires et pulmonaires dialysés avec une solution contenant 10 mM EGTA ou
BAPTA et où aucun Ca2 ne fut ajouté. Également, l’élévation de la {Ca2j, a
augmenté l’amplitude du courant CV, démontrant ainsi la dépendance au [Ca2j de
cette conductance.
Par conséquent, le courant sortant enregistré suite à une dépolarisation de
myocytes vasculaires dialysés avec une [Ca2j possède les caractéristiques des
canaux CICa enregistrés dans d’autres types tissulaires avec la même technique.
Les courants générés par l’activité des canaux Cla peuvent donc être
observés tant dans les myocytes d’artères coronaires et pulmonaires que de la veine
porte de lapin. Par contre, il semble qu’une différence majeure distingue les myocytes
artériels et veineux. Nos résultats démontrent en effet que le nombre de cellules
exprimant ce courant est nettement inférieur dans la veine porte comparativement aux
tissus artériels bien qu’il présente les mêmes propriétés biophysiques et
pharmacologiques peu importe l’origine du myocyte vasculaire. Cette différence
C
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(Z entre les préparations cellulaires peut exprimer une importance physiologique
différente selon le lit vasculaire. Plusieurs hypothèses peuvent expliquer que seule
une fraction des myocytes de la veine porte ( 50%) expriment un courant ICI(Ca). Par
exemple, la veine porte peut être composée de différentes populations hétérogènes de
cellules. Également, il est possible que l’important «run-down» observé
immédiatement suivant la rupture de la membrane de «patch» lors de la dialyse de
[Ca2j fixe puisse, en partie, expliquer cette faible expression fonctionnelle de 1CI(Ca)
observée dans la veine porte. Toutefois, il est à noter que d’autres techniques
électrophysiologiques moins invasives pour le cytoplasme et l’intégrité cellulaire
(influx calcique et caféine) ont également révélé une expression fonctionnelle
inférieure de ‘CI(Ca) dans le tissu veineux. Une autre hypothèse est que ICt(Ca) est sous
une plus forte influence inhibitrice dans les myocytes de la veine porte que dans les
cellules musculaires lisses artérielles impliquant d’autres protéines régulatrices
absentes ou moins importantes dans le tissu artériel. La réciproque est aussi probable,
impliquant que des protéines nécessaires à l’activité de ClCa soient absentes ou plus
faiblement exprimées dans le tissu veineux qu’artériel. Il est également possible que
la protéine formant le canal ClCa soit elle-même soumise à une expression génique
différentielle selon le lit vasculaire. Toutefois, de telles hypothèses ne pourront être
vérifiées que subséquemment à l’identification moléculaire du canal.
D’autre part, ICI(Ca) enregistré dans les myocytes d’artères pulmonaires
présente une plus grande composante du courant macroscopique en fonction du
temps que les myocytes coronaires tel qu’en fait foi un courant soutenu supérieur tout
en ayant un courant instantané semblable de cellules en présence de 500 nM [Ca2]1.
C
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O Toutefois, des études supplémentaires telle qu’une analyse de bruit seront nécessaires
afin d’évaluer si cette différence peut s’expliquer par un recrutement de canaux
silencieux ou une augmentation de la probabilité d’ouverture de ClCa dans les
myocytes d’artères pulmonaires en fonction de la dépolarisation.
Dépendance au COE de ‘Cl(Ca) de myocytes coronaires
L’activation de ‘CI(Ca) nécessite la présence de Ca2 en quantité suffisante dans
le cytoplasme de la cellule musculaire lisse coronaire. Nous avons donc tenté
d’évaluer la corrélation entre l’amplitude de ICI(Ca) et la [Ca2j des myocytes
coronaires. Tel qu’escompté, en absence de Ca2 dans le cytoplasme, aucun courant
‘C(Ca) ne fut enregistré. Toutefois, une augmentation de la composante instantanée et
soutenue fut observée en réponse à une élévation de la [Ca2]1. D’ailleurs, à +50 mV,
le courant généré en présence de différentes [Ca2] suit une relation sigmoïdale de
type dose-réponse. De cette équation, nous avons extrait la valeur de EC50 du canal
pour le Ca2 (Eco), soit 363 ± 20 nM qui suggère également l’apport d’au moins 4
ions calciques à l’activation maximale de ClCa tel que révélé par la puissance (p) de la
relation sigmoïdale. Cette valeur d’EC50 est pratiquement identique à celle obtenue
par des mesures de [Ca2j (365 nM) effectuées à l’aide du marqueur calcique Indo-1
dans la veine porte de rat (Pacaud et aÏ., 1992) et dans les cellules acinaires de rat
(300-370 nM) (Arreola et al., 1996;Giovannucci et aÏ., 2002). Malgré une certaine
discordance entre ces résultats et ceux obtenus dans les CML de trachée équine (46$
nM) ou des cellules PAC (620 nM), l’activation de ICI(Ca) des myocytes coronaires par
le Ca2 est semblable à celle retrouvée dans les autres types tissulaires. Notons
C
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toutefois que la dépendance de l’Eco au voltage n’a pu être évaluée. L’amplitude
des courants ‘C](Ca) est trop faible aux potentiels membranaires négatifs testés, même
à des [Ca2j de 500 nM, pour qu’une relation sigmoïdale fiable puisse être établie.
Deux principaux modèles cinétiques ont été proposés afin de décrire la
dépendance du canal à la [Ca2] et au potentiel membranaire de ‘CI(Ca) de cellules
acinaires (Arreola et aÏ.. 1996) et dœufs de Xenopus (Kuruma & Hartzell, 2000). Les
deux modèles diffèrent principalement dans le fait que le premier suggère que la
liaison de plusieurs ions Ca2 nécessaires à l’ouverture du canal soit voltage-
A
ciCa ccCa u
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Figure 4.A.1 Modèles cinétiques de l’activation de Cl en fonction du potentiel
membranaire et du Ca2.
A. Modèle cinétique proposé par Arreola et al. (1996) selon lequel la liaison de plusieurs ions
Ca2 est dépendante du voltage. C1, 2, : états fermés; O état ouvert; ai et F3 : constantes de
taux de transition d’étapes Ca2-dépendantes; a2 et F32 : constantes de taux de transition à l’état
ouvert. B. Modèle proposé par Kuruma & Hartzell (2000) selon lequel l’ouverture du canal est
contrôlée par la liaison du Ca2, étape indépendante du potentiel. Par contre, la fermeture du
canal est fortement dépendante du voltage. C : état fermé; O,: état ouvert; k[Ca2 j et k
x[Ca21 : constantes de taux de transition entre les états fermés dépendantes du [Ca2j ;a x
constante de taux d’ouverture et F3(V) x constante de taux de fermeture du canal dépendante du
potentiel membranaire où x représente le niveau cinétique. Tirés de (Arreola et aï., 1996,Kuruma
& Hartzell, 2000).
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C dépendante, alors que le second implique plutôt une déactivation sensible au potentiel
membranaire (figure 4.A.1). Un autre groupe a également proposé, en se basant sur
des résultats obtenus dans des oeufs de Xenopus, un modèle semblable à celui proposé
par Arreola et al. (1996), soit une activation par le Ca2 dépendante du voltage d’un
canal lui-même indépendant du potentiel (Callamaras & Parker, 2000). Toutefois,
Piper et aÏ. (2003) ont suggéré, sur la base de résultats en canal unitaire dans l’artère
pulmonaire, le modèle de Kuruma & Hartzell (2000) légèrement amendé. La
différence étant que l’étape sensible au potentiel membranaire est la transition entre
Co et Ci, reléguant donc l’impact du voltage sur ICI(Ca) seulement en présence de
faibles [Ca2j (50 nM). Quoiqu’il en soit, nos résultats sont en accord avec tous ces
modèles qui reposent sur le rôle essentiel du calcium intracellulaire dans l’activation
de ICI(Ca). Toutefois, sur la base de nos résultats, tact de ICI(Ca) de myocytes d’AP
dialysés avec 500 nM [Ca2] n’est pas influencée par le potentiel membranaire,
contrairement tdéact, ce qui favorise le modèle proposé par Kuruma & Hartzell
(2000).
o
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C Section 4.B - Étude dynamique des effets de Ï ‘acide niflumique sur
Içiççi. des myocytes d ‘artères coronaires de lapin
L’acide niflumique, un composé aromatique non-stéroYdien dérivé de l’acide
N-Phénylanthranilique, est une molécule aliphatique qui fut d’abord considérée
comme drogue anti-inflammatoire de par son action inhibitrice de la synthèse des
prostanoïdes. Plusieurs études ont subséquemment démontré le caractère inhibiteur
des fénamates sur les transporteurs ioniques comme par exemple, l’antiporteur des
érythrocytes et Cl01 de cellules musculaires lisses (Cousin & Motais,
1979;Greenwood & Large, 1998). De plus, l’amplitude de ‘CI(Ca) est réduite par
l’exposition à plusieurs fénamates tel que démontré dans différentes préparations
incluant le muscle lisse et particulièrement les myocytes vasculaires de lapin (Lamb
et aï., 1994;Piper et uT, 2002;Greenwood & Large, 1995;Hogg et aï.,
l994b;Greenwood et aï., 1995; également démontré â la Section 3.A). En fait, l’ANF
est considéré comme étant le plus puissant inhibiteur de ICI(Ca) dans le muscle lisse
vasculaire. L’analyse de l’inhibition dose-dépendante de ‘CI(Ca) révéla une 1C50
supérieure (117 ± 10 iM) à celle déterminée par l’action inhibitrice de l’ANF sur les
STICs dans la veine porte de lapin ( 2-5 jiM; Hogg et aï., 1994a;Greenwood &
Large, 1995). Quoiqu’il en soit, une diminution similaire de la puissance de l’ANf à
inhiber ‘C(Ca) a aussi été notée par Piper et aÏ. (2002) dans des myocytes d’artère
pulmonaire de lapin dialysés avec une [Ca2] relativement élevée (250 nM à 1 1.iM).
Le même groupe a suggéré que la plus grande probabilité d’ouverture de Cla induit
par une augmentation soutenue de la [Ca2] déplace l’équilibre vers l’effet stimulant.
Nos données supportent également cette hypothèse puisque l’inhibition rapide par
C
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C l’ANf était fréquemment suivie par une récupération partielle du courant, ce qui
suggère que le courant net enregistré en présence d’ANF soit le produit d’une
superposition de l’inhibition et de la stimulation par le composé.
Toutefois, malgré son effet inhibiteur sur ‘CI(Ca), il fut rapporté que l’ANf
inhibe également d’autres canaux possiblement présents dans les cellules musculaires
lisses tels que les canaux non sélectifs aux cations, un courant cationique activé par
l’hyperpolarisation (Accili & DiFrancesco, 1996) et Cl01 (Greenwood & Large,
199$). De plus, l’ANF, de même que d’autres fénamates tels que l’acide
méclofénamique, flufénamique et méfénamique (Greenwood & Large, 1995;Hogg et
aï., 1994b;Gribkoff et al., 1996;Wu et al., 2001a;Ottolia & Toro, 1994) exercent une
action stimulatrice sur BKa. Kirkup et al. (1996) rapportent également la stimulation
des canaux KATp de cellules de la veine porte de rat par l’ANF (Kirkup et aï., 1996).
Une étude intéressante a récemment démontré un effet stimulant de l’ANf SU ‘Cl(Ca)
enregistré en présence d’une [Ca2] soutenue, ce qui semble aller à l’encontre des
propriétés inhibitrices bien docum entéesde l’ANF ÇPiperet aL, 2002;Piper &
Greenwood, 2003). De fait, dans les cellules musculaires lisses d’artères pulmonaires,
‘Cl(Ca) produit par la présence d’une solution interne contenant 500 nM [Ca2] ne fut
que partiellement inhibé par 100 iM ANF. Cette observation peut s’expliquer par le
fait que parallèlement à son action inhibitrice sur le courant, l’ANF active également
les canaux ClCa. De plus, une augmentation marquée de l’amplitude de ICI(Ca),
associée à une accélération des cinétiques d’activation à des potentiels positifs et un
ralentissement du taux de fermeture des canaux à des potentiels négatifs, fut
enregistrée suivant le retrait de l’ANF du milieu extracellulaire (Piper et aï., 2002).
C
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C Des effets semblables furent observés avec l’analogue chimique DCDPC et des effets
plus marqués furent rapportés avec l’A-9-C (Piper & Greenwood, 2003), un composé
reconnu pour inhiber IC1(Ca) beaucoup plus efficacement à des potentiels positifs qu’à
des potentiels négatifs (Hogg et aï., 1 994b). Piper & Greenwood (2003) ont
effectivement rapporté qu’en présence d’A-9-C, l’amplitude du courant de queue de
‘Cl(Ca) à —80 mV en présence de 500 nM {Ca2], était augmentée d’environ 300%, sans
stimulation du courant suite au retrait du composé de la solution externe (Piper &
Greenwood, 2003). En bref, des composés chimiques différents qui étaient
préalablement considérés comme des inhibiteurs relativement sélectifs de IC1(Ca)
présentent également une action stimulatrice sur cette même conductance des
myocytes de l’artère pulmonaire de lapin. Par contre, peu d’informations sont
disponibles sur les effets dynamiques, incluant la dépendance temporelle et au
potentiel membranaire de la stimulation provoquée par le retrait de l’ANF. De plus, il
n’est pas connu si ce phénomène est restreint aux myocytes d’artère pulmonaire de
lapin ou si ‘Cl(Ca) des artères coronaires, qui présente certaines différences avec
l’artère pulmonaire, est également stimulé par l’ANf.
Stimulation de ‘Cfl’Ca) induite par ï ‘ANF dans les myocytes coronaires
La présente étude rapporte un phénomène reproductible dans les myocytes
d’artères coronaires dialysés avec 500 nM [Ca2j similaire à ce qui fut observé dans
les cellules musculaires lisses pulmonaires. Toutefois, l’utilisation d’un système de
perfusion rapide contrôlé par ordinateur a permis l’étude des dynamiques en temps
réel du phénomène de stimulation. Avec un seuil de stimulation par l’ANF entre I et
C
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10 iM, une augmentation de 2 fois de ICI(Ca) fut observée pour les cellules exposées
à des concentrations d’ANF allant jusqu’à 1 mM. Notons que l’amplitude de la
stimulation est indépendante de la concentration de l’agent utilisé. Cette absence de
corrélation entre la concentration d’ANf et l’effet stimulant sur ‘Cl(Ca) peut sembler
fort surprenante étant donné les résultats présentés à la figure 3.B.1-B. Par contre, la
relation apparente entre l’amplitude du courant et la concentration d’ANF décrite à la
figure 3.B.l-B reflète en fait les différentes cinétiques de stimulation qui varient
selon la concentration d’ANF. Nos résultats montrent à cet égard que l’augmentation
relative de ‘C!(Ca) est indépendante de la concentration d’ANf, mais que le délai pour
atteindre l’amplitude maximale augmente en fonction de la concentration d’ANF. De
plus, le temps nécessaire pour la récupération du courant de l’état stimulé augmente
également en fonction de la concentration d’ANF. D’autre part, nos résultats, tout
comme ceux de Piper et aÏ. (2002) dans les myocytes d’AP, supportent la notion que
le courant stimulé par le lavage d’ANF est généré par les canaux Cla. Tout d’abord,
le courant stimulé par l’ANF a un potentiel d’inversion près du Eci théorique, comme
le courant en conditions témoins, confirmant ainsi que les canaux sous-jacents sont
perméables au C1. De plus, l’inhibition de ICI(Ca) par une forte chélation du Ca2
intracellulaire par le EGTA ([Ca2hij libre < 1 nM) a prévenu les effets inhibiteurs et
stimulants de l’ANf, démontrant que le courant anionigue induit est également
sensible au [Ca2]. Finalement, le courant stimulé par l’ANF était également inhibé
par une seconde exposition au composé. Donc, nos résultats ont fourni de fortes
évidences que le courant anionique stimulé par l’ANF est une conductance CF
activée par le Ca2, partageant plusieurs propriété avec ICI(Ca) en conditions témoins.
oCHAPITRE 4: DISCUSSION_____________________________________ 191
La dependance au potentiel de ICI(Ca) stimule JXIT Ï ‘ANF
L’amplitude relative de IC1(Ca)StimUlé par l’ANf était indépendante du
potentiel membranaire entre les potentiels testés, soit entre —60 et +90 mV. Par
contre, le taux de récupération du courant suivant le lavage d’ANF était clairement
voltage-dépendant puisque la dépolarisation de la membrane retardait le retour du
courant aux valeurs témoins. Une explication possible de ces résultats est que la
dissociation de l’ANF est dépendante du potentiel membranaire, la dépolarisation
membranaire réduisant le taux de dissociation au(x) site(s) de liaison. Plus de 99.8%
des molécules d’ANf seraient ionisées (pKa = 4.3 1) et donc possèdent une charge
nette négative au pH intra- et extracellulaire (pH 7.2 et 7.4) dans nos conditions
expérimentales. Une interaction du composé avec le pore hydrophile du canal ou la
portion extracellulaire du vestibule a été suggéré (Greenwood & Large, 1995;Hogg et
al., 1994a). Le développement et la récupération de l’inhibition très rapide, étant
même à la limite de la résolution de notre système de perfusion rapide (temps
d’échange complet < 300 ms) sont en accord avec cette dernière hypothèse. De plus,
dans les myocytes de la veine porte de lapin, l’ANF et autres fénamates induisent un
«open-state block» de ICI(Ca) avec une inhibition légèrement supérieure aux
potentiels plus positifs qu’aux potentiels plus négatifs que Eci (Hogg et al.,
1994a;Greenwood & Large, 1995). Notons que nos résultats démontrent également
une très légère dépendance de l’inhibition au potentiel membranaire. Piper et al.
(2002) démontrèrent de plus que l’application intracellulaire d’ANF (100 jiM) était
inefficace pour inhiber ou stimuler IC1(Ca) des myocytes pulmonaires supportant
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C encore l’idée que l’ANF module les canaux CICa en accédant à un ou plusieurs sites
de liaison principalement localisés près de la bouche externe du pore du canal. Il est
également possible que l’ANf interagisse avec des sites de liaison via une interaction
électrostatique qui est modulée par le champ électrique transmembranaire ou par
l’état cinétique du canal qui dépend de la [Ca2j et du potentiel. D’autre part, étant
donné sa nature fortement hydrophobique, nous ne pouvons éliminer la possibilité
que l’ANF puisse stimuler les canaux en accédant à des sites de liaison via le feuillet
externe de la bicouche lipidique membranaire.
Mécanisme d ‘action de Ï ‘ANf sur tes canaux CÏCa
Puisque la nature moléculaire des canaux ClCa natifs est encore inconnue,
nous ne pouvons que spéculer sur les mécanismes possibles par lesquels l’ANF agit
sur le canal. Bien que nous ne sachions pas si la stimulation par l’ANf est due à un
recrutement de canaux silencieux, et/ou une augmentation de la probabilité
d’ouverture ou de la conductance unitaire du canal, une augmentation de la
probabilité d’ouverture due à un déplacement vers la gauche de l’activation en régime
établi est possible. Piper et aÏ. (2002) ont démontré que les effets stimulants de
l’ANF dans les myocytes pulmonaires étaient abolis par l’augmentation de la [Ca2j
de 500 nM à 1 tM, ce qui augmenterait la disponibilité voltage-dépendante de ICI(Ca)
(Piper et aÏ., 2002).
Il reste à savoir si l’ANf exerce ses actions inhibitrices et stimulatrices en
interagissant avec un ou plusieurs sites de liaison. Bien que l’hypothèse d’un seul site
de liaison est possible, un mécanisme très compliqué devrait être proposé pour
C
CHAPITRE 4: DISCUSSION_____________________________________ 193
C expliquer nos résultats et ceux de Piper et aï. (Piper et aÏ., 2002). Nous préconisons
plutôt l’hypothèse que l’ANF interagit avec plus d’un site de liaison, chacun avec
différentes affinités. Afin de vérifier théoriquement notre hypothèse, nous avons
effectué des simulations mathématiques pouvant tenir compte de nos résultats
expérimentaux. La difficulté de la modélisation réside dans la complexité du
phénomène. De fait, l’amplitude relative de la stimulation par le retrait de l’ANF est
indépendante de la concentration du. composé. mais cette stimulation peut être
décomposée en deux phases. La phase lente augmente en fonction de la concentration
en ANf, alors que la phase rapide diminue. Seul le modèle présenté à la figure 3.B.7-
G peut reproduire avec une précision satisfaisante les résultats expérimentaux
obtenus décrivant ainsi une activation indépendante de la concentration, mais des
cinétiques fortement dose-dépendantes. Avec de faibles concentrations d’ANF ( 10
1iM), les molécules devraient se lier au site de haute affinité, probablement à
l’intérieur du pore, ce qui induirait un changement conformationnel de la protéine
menant à une augmentation de l’activité, bien que cet effet soit principalement
masqué par l’obstruction du canal. Peu de canaux pourraient alors transiter vers l’état
stimulé 02. Au lavage de l’ANF, la plupart des canaux retournent à l’état ouvert
normal 01 alors que certains autres, qui ont adopté la nouvelle conformation
favorisant la stimulation, se déplaceraient vers 02. La nature lente et transitoire de
‘CI(Ca) pourrait résulter de la dissociation lente de l’ANF (B1 — 02) et de la constante
de temps lente qui décrit le retour de l’état ouvert stimulé à l’état ouvert normal (02
—* Oi). Avec 100 tM ANf, certaines molécules d’ANf commencent à interagir avec
le second Site d’affinité, de faible affinité, qui mène également à des états inhibés
C
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C (B2) et stimulés (03). Les cinétiques très lentes de dissociation d’ANF (32 03) et
la récupération du courant de l’état stimulé (03 —* Oi) peuvent expliquer l’apparition
d’une phase lente cinétiquement distincte de la stimulation transitoire de ‘CI(Ca) après
le lavage d’ANf. Ceci devient encore plus évident après le lavage de 1 mM ANF. Le
développement de la stimulation est maintenant clairement biphasique avec une
phase rapide et une lente, qui sont toutes deux bien décrites par notre modèle. La plus
grande contribution de la phase lente avec une plus petite composante rapide est
également en accord avec l’existence de deux sites de liaison mutuellement exclusifs.
Malgré que ce soit une hypothèse de travail utile pour décrire l’interaction
complexe de l’ANF avec les canaux ClCa natifs, le modèle n’offre aucune indication
sur les mécanismes moléculaires qui sont impliqués dans l’altération de l’activité du
canal par l’ANF. Jusqu’à présent, deux modèles cinétiques ont été proposés pour
décrire la dépendance à la [Ca2t]i et au potentiel membranaire des canaux Cla de
cellules acinaires (Arreola et aÏ., 1996) et de Xenopus (Callamaras & Parker,
2000;Kuruma & Hartzell, 2000) tel que traité précédemment (Section 4.A).
Malheureusement, une description détaillée du comportement des canaux Cla des
cellules musculaires lisses vasculaire est encore manquante et est compliquée par la
très faible conductance unitaire des canaux ( 1-3 pS) (Large & Wang,
1996;Klockner, 1993;Van Renterghem & Lazdunski, 1993;Hirakawa et aï.,
1999;Piper & Large, 2003) et le fait qu’ils sont régulés par phosphorylation
impliquant CaMKII et la CaN (voir Sections 3.C et 3.D), qui sont toutes deux
activées par le [Ca2]. Bien que des expériences supplémentaires soient nécessaires
pour répondre à ces interrogations, une explication possible des effets de l’ANF peut
O
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C être que l’inhibiteur promouvoit la liaison du Ca2 et/ou réduise la dissociation du
Ca2, étape voltage-dépendante, menant à une augmentation de la probabilité
d’ouverture. D’ailleurs, l’augmentation et la réduction des cinétiques d’activation et
de déactivation, respectivement, après le lavage d’ANF sont sembtabtes aux effets
d’une élévation de la [Ca2]1 à des niveaux près de la saturation de ICI(Ca) dans
d’autres types cellulaires (Arreola et al., 1996;Kuruma & Hartzell, 2000).
Importance pharmacologique de nos résultats
La résolution des rôles de ClCa dans le muscle lisse vasculaire a été limitée par
le manque d’outils pharmacologiques vraiment spécifiques pour le canal. Nos
résultats démontrent que 1’ANf, le plus puissant inhibiteur de ces canaux dans les
myocytes vasculaires (Large & Wang, 1996), provoque également une stimulation
complexe de ces canaux dans les cellules musculaires lisses d’artères coronaires de
lapin, un effet masqué par son action inhibitrice plus rapide mais peut être révélée par
le lavage rapide du composé. Notre étude suggère l’utilisation avec précaution de cet
outil pour étudier le rôle de ClCa dans la régulation du potentiel membranaire et du
tonus vasculaire. Des études ayant pour but d’examiner leur rôle fonctionnel ont
démontré que l’ANF réduit le tonus vasculaire induit par des agonistes qui
impliquent une élévation soutenue de la {Ca2i. De telles conditions réduisent
l’aptitude de l’ANF à inhiber ‘CI(Ca) comparativement à son effet sur les STICs (Hogg
et aL, 1994a;Greenwood & Large, 1995) tel que démontré par la différence d’1C50.
Nos données expérimentales et de simulation sont en accord avec la notion que
l’efficacité réduite de l’ANF en tant qu’inhibiteur peut être due à une stimulation
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O partielle de ces canaux en présence du composé. Par conséquent, l’absence d’effets
de l’ANf dans les études de contraction avec des préparations multicellulaires ne
signifie pas nécessairement que CÏCa ne participe pas à la détermination du tonus
vasculaire.
C
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Section 4. C - Régulation de Içjç des myocytes vasculaires de lapin par CaMKII
Des réactions de phosphorylation ne sont pas nécessaires à l’activité des
canaux CiCa puisque le remplacement de l’ATP de la solution de pipette par son
analogue non-hydrolysable, l’AMP-PNP, n’empêche pas l’enregistrement de ICI(Ca)
dans les myocytes d’artères pulmonaires. D’ailleurs, la phosphorylation exerce plutôt
une action inhibitrice sur la conductance puisque durant la dialyse de 500 nM [Ca2j,
le courant diminue d’un façon plus importante en présence d’ATP que d’AMP-PNP.
D’autre part, contrairement ‘Cl(Ca) de cellules T84 (Arreola et al., 1998), Cla des
cellules musculaires lisses de trachée est inhibé par une phosphorylation par CaMKII
(Wang & Kotlikoff, 1 997a). Nous avons par conséquent étudié la possibilité que
CaMKII, une protéine kinase dépendante de la calmoduline et du Ca2, soit impliquée
dans la régulation par phosphorylation de IC(Ca).
CaMKII est une protéine kinase multimérique de 300-600 kDa nécessitant la
liaison de Ca2 et CaM pour son activation et qui phosphoryle les résidus sérine et
thréonine (Singer et al., 1996). La kinase est composée d’une ou de plusieurs sous-
unités différentes (a, f3, 2, ), desquelles 2 et sont prédominantes dans les muscles
lisses. CaMKII est impliquée dans de nombreux rôles d’importance physiologique
majeure incluant la modulation de la kinase des chaînes légères de la myosine, la
facilitation Ca2tdépendante des canaux Ca2 et la régulation des courants K de type
A. Pour les premières expériences visant à évaluer l’implication de CaMKII dans la
régulation de Cla, ‘cl(ca) fut enregistré en utilisant la technique de « patch » perforé et
activé par l’influx d’ions Ca2 via les canaux Ca(L) tel que réalisé par d’autres groupes
C (Lamb et al., 1994;Greenwood & Large, 1996;Yuan, 1997;Lamb et al., 1994). Par
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O contre, l’utilisation de cette technique comporte une difficulté majeure puisque
l’exposition au KN-93. un inhibiteur de CaMKII, réduit le courant Ca2 rapidement.
Il est possible que cette diminution de Ca(L) puisse résulter de l’inhibition de CaMKII
qui a une action facilitatrice sur le canal (Singer et aÏ., 1996). Ceci pourrait également
expliquer Je temps nécessaire au composé pour avoir un effet sur le courant calcique.
Puisque celle conductance est essentielle à l’activation de ‘CI(Ca) en utilisant cette
technique, toute altération de Ca(L) est susceptible d’affecter l’activation de ‘Ct(Ca)• De
plus, l’utilisation de caféine pour induire une libération du Ca2 contenu dans le RS
afin d’activer ‘Cl(Ca) n’est pas une alternative adéquate dans ce cas puisque CaMKII
affecte également la pompe Ca2-ATPase du RS, directement et indirectement via la
phosphorylation du phospholamban, ce qui permet l’accumulation de Ca2 dans le RS
(Singer et al., 1996;Braun & Schulman, 1995;Li et aÏ., 1998). Par conséquent, nous
avons réalisé des expériences où le ICI(Ca) de myocytes artériels et veineux était induit
en présence d’une solution de pipette contenant une [Ca2j libre fixe et connue. Avec
cette technique, le canal est activé directement, indépendamment d’autres
mécanismes permettant d’augmenter la {Ca2] tels que la libération spontanée ou
induite du Ca2 contenu dans le RS, l’influx Ca2 via Ca(L) ou l’échangeur Na/Ca2
fonctionnant en mode inverse. De plus, l’effet de modulateurs des canaux Cl peut
être étudié outre leurs actions sur les mécanismes de l’homéostasie de la [Ca2*]j.
L’utilisation de celle technique nous a permis d’observer que l’inhibition de CaMKII,
soit par le KN-93 ou un inhibiteur peptidique spécifique (ARIP), augmente
l’amplitude du courant basal (au potentiel de repos) et du courant en régime établi
lors d’une dépolarisation dans la majorité des cellules musculaires lisses artérielles.
C
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Par contre, il est intéressant de noter que des effets contraires furent enregistrés sur
‘Cl(Ca) de la veine porte de lapin. Egalement, iC1(Ca) fut détecté dans moins de 50% des
cellules de VP testées alors que la majorité des myocytes artériels expriment ce
courant. Ces résultats suggèrent que les Cla de muscle lisse vasculaire, bien que
partageant certaines caractéristiques biophysiques, sont soumis à une régulation
différente par CaMKII dans les myocytes de VP comparativement aux cellules
musculaires lisses artérielles.
Dans la présente étude, nous avons observé que l’amplitude de ICI(Ca), induit
en présence de 500 nM [Ca2j dans l’artère pulmonaire ou 1 jiM [Ca2j dans Ï’AC,
était augmentée par l’exposition du myocyte à l’inhibiteur sélectif de CaMKII, le
KN-93. Par contre, le KN-93 n’a eu aucun effet sur ‘C](Ca) en présence de 250 nM
2+ , 2+[Ca j des myocytes d AP ou de 500 nM [Ca ] des myocytes d AC. Une plus faible
dépendance au [Ca2] pour la modulation par CaMKII des AC par rapport aux AP
peut refléter des différences intrinsèques et intéressantes entre les deux types
cellulaires où la balance très fine entre les activités kinases et phosphatases serait
déplacée en faveur des phosphatases. De plus, dans la présente étude, le KN-92, un
analogue du KN-93 pharmacologiquement inactif sur CaMKTI n’a eu aucun effet sur
‘Cl(Ca). Les effets du KN-93 dans l’AP furent reproduits par l’inclusion d’un peptide
inhibiteur hautement spécifique de CaMKTI (ARIP) dans la solution de pipette. Les
courants induits en présence de 500 nM [Ca2] 2 minutes après l’activation étaient
significativement de plus grande amplitude en présence d’ARIP comparativement
aux expériences témoins. De plus, l’application intracellulaire d’une faible
concentration de CaMKII autophosphorylée, qui provoque une phosphorylation des
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C résidus sérine et thréonine des protéines cibles indépendamment de la [Ca2]1, résulte
en une réduction rapide de ‘CI(Ca) dans les cellules d’AP. L’effet rapide du peptide
inhibiteur ou de l’enzyme active suggère que l’action de l’enzyme est extrêmement
rapide, ce qui est appuyé par les travaux de Rokolya & Singer (2000), qui
démontrèrent que l’activation de CaMKII par l’histamine dans l’artère carotide de
porc atteint un maximum dans un délai inférieur à 10 secondes suivant l’exposition à
l’agoniste (Rokolya & Singer, 2000). Il est possible, de fait, que CaMKII et les
canaux ClCa soient colocalisés, ce qui permettrait une régulation précise des canaux
CF par la kinase.
Le KN-93, ART? et l’autoCaMKII influencent principalement les courants
instantanés et soutenus à des potentiels membranaires négatifs. Le KN-93 provoque
également un déplacement vers la gauche de la courbe d’activation en régime établi
dans les deux types artériels et prolonge aussi le taux de déactivation du courant de
queue à des potentiels négatifs dans l’A?. Une tendance semblable, bien que
statistiquement non significative, est également apparente dans les myocytes artériels
2+
coronaires. Ces resultats suggerent qu une augmentation de [Ca j des myocytes de
l’A? et l’AC active les canaux Cla simultanément à la stimulation de CaMKII, ce
qui mène à la diminution de l’amplitude du courant bien que le seuil d’un tel effet ne
soit apparent qu’à des niveaux plus élevés dans l’AC que l’A?. Le mécanisme par
lequel la phosphorylation inhibe l’activation des canaux CF est inconnu mais puisque
l’inhibition du courant instantané par le KN-93, l’ART? et l’autoCaMKll est
importante. l’hypothèse selon laquelle la présence de groupements phosphates sur la
protéine pourrait soit obstruer le flux ionique ou soit induire un changement
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conformationnel est plausible. D’autre part, Wang & Kotlikoff (1997) ont proposé
que la phosphorylation par CaMKII induise une inactivation rapide du canal dans les
myocytes de trachée (Wang & Kotlikoff 1997a). Puisque l’inhibition de CaMKII
dans la présente étude ralentit le taux de déactivation du canal et promouvoit
également les courants à des potentiels négatifs, la phosphorylation par CaMKII
pourrait conséquemment accélérer les cinétiques de déactivation du courant de façon
analogue à sa déactivation ou son inactivation. L’inhibition de ce processus par le
KN-93 stabiliserait donc le canal dans un état de conformation ouvert. La présente
étude montre que dans les myocytes d’AP et d’AC, l’activation de ‘C(Ca) est diminuée
par une phosphorylation par CaMKII. L’incapacité du KN-93 à affecter ‘Cl(Ca) dans
une faible proportion de myocytes d’AC et d’AP suggère que le degré d’activation du
canal et donc de l’efficacité du KN-93 pourrait être dicté par des régulateurs
additionnels à CaMKII tels que des phosphatases. Notamment, une étude de Roeper
et aÏ. (1997) rapporte que l’inactivation des canaux K Kvl.4 est déterminée par une
régulation réciproque entre CaMKII et des phosphatases Ca2-dépendantes (Roeper et
aÏ., 1997). Par conséquent, dans les CML, l’activité des canaux ClCa pourrait
dépendre de la balance entre l’activité des kinases et des phosphatases qui peut varier
entre les différents types de cellules musculaires lisses.
En comparaison avec les cellules artérielles, ni l’application de KN-93 ni la
perfusion intracellulaire avec l’ARIP n’a pu augmenter ‘Cl(Ca) des cellules de la VP et
ce, peu importe que le courant soit activé en présence de 500 nM ou 1 jiM {Ca2]. De
plus, dans la plupart des cellules de VP, le KN-93 inhibe le courant. Donc, dans les
cellules de VP, il semble qu’une phosphorylation par la CaMKII apparaît accentuer
C
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C l’activation semblable aux courant CF enregistrés dans les lymphocytes T ishimoto
et al., 1991) et les colonocytes T84 (Arreola et aï., 1998). Il reste toutefois à
déterminer si les différents effets du KN-93 entre les types de cellules musculaires
lisses étudiés dans cette étude sont dus à la régulation du canal par différentes
isoformes de CaMKII ou si CaMKII phosphoryle plutôt d’autres éléments régulateurs
non identifiés.
Immunodétection de CaN et CaMK[I
La CaMKII et la CaN sont toutes deux exprimées dans le muscle lisse artériel
coronaire de lapin tel que révélé par l’immunocytochimie et l’imagerie confocale.
L’anticorps polyclonal que nous avons utilisé contre CaMKII ne permet pas de
distinguer entre les différentes isoformes isolées jusqu’à présent (Singer et aï., 1996).
Les isoforrnes et y sont rapportées comme étant prédominantes dans le muscle lisse
(Zhou & Ikebe, 1994;Singer et aï., 1996). De même, l’anticorps monoclonal de souris
contre la CaN a été généré contre un épitope de la CaNA sans discrimination entre
deux isoformes de la phosphatase [CaNA et et f3, (Klee et aï., 1998;Rusnak & Mertz,
2000)]. Une particularité intéressante et nouvelle de la localisation cellulaire de ces
protéines est que dans les cellules exposées à une solution externe normale, les deux
enzymes présentent une distribution relativement uniforme dans le cytosol avec
certains amoncellements de CaMKII près de la membrane. De plus, alors qu’un
marquage intense de CaMKII est apparent dans le noyau, l’immunodétection de CaN
est plutôt faible dans cette organelle. Par contre, un marquage plus intense des deux
enzymes près de la membrane fut observé dans des myocytes exposés à un ionophore
C
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Ca2 pour augmenter la [Ca2]. Ces résultats montrent que CaMKH et CaN se
déplacent vers la membrane quand la [Ca2j1 est augmentée et peut donc
potentiellement influencer l’activité de canaux, transporteurs et autres protéines
impliqués dans la régulation par ta modulation de leur état de phosphorylation. Un
double marquage a démontré un haut degré de colocalisation membranaire des deux
protéines. De plus, le marquage de la CaN fut plus apparent au niveau du noyau dans
les expériences en simple marquage. Cette observation est en accord avec la
translocation de cette phosphatase et de CaMKII décrite et caractérisée dans d’autres
types cellulaires (Chantler, 1985;Klee et aï., 199$;Shen & Meyer, 1999;Rusnak &
Mertz, 2000). 11 est tentant de suggérer que la régulation de ‘CI(Ca) par CaMKII et la
CaN puisse être exercée par une interaction ciblée à la membrane où une élévation de
la [Ca2J1 pourrait favoriser la juxtaposition du canal et de deux enzymes régulatrices
ayant des effets opposés. Ces résultats doivent toutefois être interprétés avec
précaution étant donné la faible résolution relative de l’imagerie confocale due à
l’utilisation de longueur d’ondes dans le spectre de la lumière visible (Stricker &
Whitaker, 1999) et possiblement l’effet d’amplification du signal due à
l’amoncellement d’anticorps secondaires. Il est néanmoins possible que le ciblage à
la membrane de la CaN et de CaMKII amplifie leur potentiel effecteur sur l’activité
des Cla, le potentiel membranaire et conséquemment, le tonus vasculaire durant la
transduction du signal.
O
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Section 4.D - Stimulation de Içç des myocvtes artériels par la CaN
CaN stimule ‘CÏ(Ca)
Puisqu’il fut démontré que CaMKII agissait comme un inhibiteur de ‘Cl(Ca)
dans les cellules musculaires lisses artérielles (Section 3. C) et de trachée (Wang &
Kotlikoff, 1997a), le canal est probablement modulé par, à tout le moins, une
phosphatase d’une manière opposée à CaMKJI. Des travaux ont démontré qu’une
déphosphorylation par la CaN régulait plusieurs canaux intracellulaires comme les
récepteurs à la ryanodine (Park et al., 1999) et à l’IF3 (Cameron et al., 1995) et des
canaux à la membrane plasmique incluant les canaux calciques de type N (Zhu &
Yakel, 1997) et les récepteurs NMDA couplés à un canal Ca2 des membranes post
synaptiques (Ghetti & Heinemann, 2000), les canaux Cf dépendants de l’insuline
(Marunaka et al., 1998), les canaux Ca(L) (Schuhmann et al., 1997) et KATp (Wilson
et al., 2000) des cellules musculaires lisses. De plus, des expériences
immunocytochimiques (Section 3. C, figure 3. C. 10) ont démontré une relocalisation
de la CaN vers la membrane plasmique de myocytes coronaires suite à
l’augmentation de la [Ca2i à 500 nM, suggérant ainsi que des protéines
membranaires telles que les canaux ioniques, dont CiCa, puissent être des substrats de
l’enzyme. Les résultats de la présente étude (Section 3.D) suggèrent également que
ICI(Ca) de cellules musculaires lisses d’artères coronaires et pulmonaires est augmenté
par la CaN en présence de [Ca2j1 modérément élevée.
La densité de courant de iç1(Ca) induit dans des myocytes dialysés avec 350 ou
500 nM [Ca2]1 en présence de CsA est apparue significativement inférieure à celle de
cellules non traitées avec CsA. Des concentrations de l’ordre du micromolaire furent
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utilisées dans plusieurs études pour étudier l’effet potentiel de la CaN sur plusieurs
fonctions cellulaires. Schuhmann et aÏ. (1997) ont utilisé 1 tg!ml CsA (0.83 jiM)
pour étudier le potentiel déphosphorylant de CaN sur les courants Ca(L) enregistrés de
cellules musculaires lisses vasculaires (Schuhmann et al., 1997). Marunaka et al.
(199$) ont utilisé 1 uM CsA pour étudier le rôle de CaN dans certains effets de
l’insuline sur des canaux C1 de l’épithélium rénal (Marunaka et al., 199$). Wilson et
aÏ. (2000) ont utilisé une concentration de CsA identique à celle de notre étude pour
les effets de CaN sur KATp enregistrés de cellules musculaires lisses aortiques de rat
(Wilson et al., 2000). Par ailleurs, l’efficacité très élevée du CaN-AF sur ICI(Ca) dans
nos expériences était quelque peu inattendue. Une explication possible est que les
deux isoformes de la CaNA, Œ et f3, qui sont exprimées dans les cellules musculaires
lisses présentent différentes valeurs de K,,, envers le peptide auto-inhibiteur de CaN
comme substrat (Perrino et aÏ., 2002) ce qui pourrait influencer l’efficacité de CaN
AF à inhiber ICI(Ca). L’expression supérieure ainsi que la spécificité de l’isoforme u,
qui présente une plus grande sensibilité au CaN-AF, sur ‘Cl(Ca) peut effectivement
résulter en une plus grande efficacité du peptide. De plus, l’application externe de
CsA atténue significativement ‘C(Ca) de myocytes en condition témoin sans produire
d’effet sur IC1(Ca) induit dans des myocytes dialysés avec CaN-AF. Ce résultat
supporte l’hypothèse que CsA et CaN-AF, qui sont structuralement non reliés,
interagissent tous deux avec la même protéine et que les effets observés sont la
résultante de l’inhibition spécifique de l’enzyme.
La présente étude indique que la modulation de ICI(Ca) par la CaN est
complexe et varie selon la [Ca2] de façon semblable à celle de l’effet de CaMKII
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Q rapporté à la Section 3.C. Avec 350 nM [Ca2]t, l’impact de la CaN dans la régulation
de la conductance du canal augmente avec la dépolarisation membranaire. Il est
intéressant de noter que la situation inverse fut observée lorsque les cellules étaient
dialysées avec 500 nM [Ca2j1. Nous n’avons pu déterminer à partir de nos résultats si
létat de phosphorylation du canal revêtait une influence quelconque sur la
perméation. Toutefois, la CaN semble moduler les mécanismes de « gating» puisque
la CsA provoque des changements significatifs dans les cinétiques de courant
dépendant du temps durant la dépolarisation et la repolarisation. Ces changements
étaient aussi qualitativement opposés à ceux induits par CaMKII (Section 3.B). Il
apparaît donc sur la base de nos résultats que la déphosphorylation médiée par la CaN
sensibilise le canal au potentiel indépendamment de la [Ca2] (Arreola et al., 1996).
En accord avec l’hypothèse selon laquelle la CaN induit un déplacement vers des
potentiels négatifs de la courbe d’activation de ‘CI(Ca) en régime établi, la proportion
de l’inhibition de gcl(ca) par la CsA augmente en fonction du potentiel membranaire
en présence de 350 nM {Ca2] (figure 3.D.3-Ad). D’un autre côté, avec 500 nM
[Ca2]1, le déclin de la proportion d’inhibition de gcl(ca) en fonction du voltage par la
CsA (figure 3.D.Ad) pourrait être relié au fait que la courbe d’activation est déplacée
davantage vers la gauche par le Ca2. Dans ce cas, l’impact de la CaN devrait
apparemment décroître en fonction du voltage étant donné que les sauts de potentiel
testés portent dans le haut de la courbe d’activation en régime établi alors qu’en
présence de 350 nM, la gamme de potentiels examinés repose sur la portion
inférieure de la courbe d’activation de ICI(Ca). En plus du déplacement de la courbe
dactivation, nous ne pouvons rejeter la possibilité que la déphosphorylation peut
G
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C également recruter des canaux auparavant silencieux, résultat d’une phosphorylation.
Finalement, notre analyse a également révélé que la déphosphorylation par la CaN du
canal ou d’une protéine régulatrice augmente la sensibilité du canal au Ca2
intracellulaire puisque la CsA augmente la valeur de l’activation semi-maximale par
le Ca2 de 152 nM à +50 mV. Ceci n’est pas surprenant compte tenu de la
dépendance au voltage et au Ca2 de ces canaux dans le muscle lisse vasculaire
(Large & Wang, l996;Greenwood et al., 2001) et d’autres types cellulaires (Arreola
et al., 1996;Voets et al., 1997;Caltamaras & Parker, 2000;Kuruma & Hartzell, 2000).
Soit la déphosphorylation par la CaN influence la liaison voltage-dépendante du Ca2
(Arreola et aÏ., 1996) ou alors la déactivation du canal, (Kuruma & Hartzell, 2000) ce
qui requiert également des analyses quantitatives supplémentaires.
Il est, de plus, fort intéressant de noter une modulation spécifique de ‘CI(Ca) qui
dépend de l’isoforme de la CaN. La dialyse de CaNA Œ dans le cytoplasme de
myocytcs d’artères pulmonaires produit des effets cohérents avec ceux obtenus par
l’inhibition de l’enzyme endogène de cellules d’artères coronaires par la CsA et un
peptide inhibiteur tant sur l’amplitude que sur les cinétiques du courant. D’autre part,
malgré que la CaNA f3 soit également exprimée dans le muscle vasculaire pulmonaire
et que les deux isoformes partagent 81% d’homologie au niveau de la séquence en
acides aminés, l’inclusion d’une forme constitutivement active de l’enzyme dans la
pipette n’induit aucun effet significatif sur ICI(Ca). Des expériences
immunocytochimiques révélèrent de plus que, suivant une augmentation du [Ca2j à
500 nM, seulement la CaNA Œ endogène et non la CaNA f3 est transportée vers la
membrane plasmique du myocyte. Des études antérieures ont rapporté que les deux
C
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isoformes présentent des activités catalytiques et des affinités différentes pour les
substrats différents in vitro (Perrino et aÏ., 2002). Des approches transgéniques ont
révélé des fonctions spécifiques aux différentes isoformes. Par exemple, la CaNA t3
est requise pour la prolifération des lymphocytes T de même que l’hypertrophie
cardiaque (Bueno et al., 2002a;Bueno et al., 2002b) et une souris transgénique où
l’expression de la CaNA Œ est éliminée (—I--) présente une hyperphosphorylation des
protéines tau dans le cerveau et des propriétés potentiatrices post-synaptiques altérées
dans l’hippocampe (Kayyali et aï., 1997;Zhuo et al., 1999). Mais la présente étude
est le premier rapport d’une action différentielle des isoformes de la CaN sur des
canaux ioniques natifs. De plus, ces données suggèrent que le ratio entre les deux
isoformes est déterminant pour le statut de phosphorylation des substrats de la CaN
qui sont sélectivement déphosphorylés par l’une des isoformes de la CaNA. Ceci
suggère donc que la régulation de ICI(Ca) par la CaN peut être finement régulée par
l’altération de l’expression de la CaN et sa localisation cellulaire.
CaMKJI et la C’aN exercent des effets régulateurs opposés sur ‘cicc•
Notre étude démontre clairement les effets opposés de CaMIUI et la CaN sur
‘C](Ca) dans les cellules musculaires lisses artérielles. L’inhibition de CaMKII par le
KN-93 accélère les cinétiques d’activation et retarde la déactivation de IC1(Ca) des
myocytes pulmonaires alors que l’inhibition de ICI(Ca) de myocytes coronaires par
CsA est associée à un ralentissement des cinétiques d’activation. En se basant sur le
modèle cinétique de Kuruma & Hartzell (2000) traité à la Section 4.A, on peut
émettre l’hypothèse qu’une phosphorylation par CaMKII limite la liaison ou
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augmente la dissociation du Ca2 au canal et que cet effet soit renversé par la
phosphatase. De plus, la dépendance au Ca2 des effets du KN-93 et CsA était fort
différente dans l’artère coronaire. Le KN-93 augmente ICI(Ca) seulement lorsque le
canal est stimulé par 1 iM [Ca2], alors que l’inhibition de la CaN par CsA réduit
significativement ce courant avec [Ca211 500 nM.
Une explication potentielle de nos résultats est que la déphosphorylation de
CaMKII autophosphorylée est médiée par la CaN. Toutefois, des études
biochimiques suggèrent que la déphosphorylation de CaMKII est plutôt médiée par
PP1 et PP2A (Strack et aï., 1997a) ou une nouvelle phosphatase des CaMK (Ishida et
aï., 199$). Une explication alternative peut être que la CaN est plus sensible à la
[Ca2j que CaMKII. Tout d’abord, la CaN est sujette à une régulation par un double
mécanisme: 1) activation directe de CaN par une liaison de haute affinité du Ca2 à
la sous-unité CaNB qui mène à une modeste, mais tout de même significative
augmentation du Vmax ( 2 fois), et 2) stimulation par la liaison de Ca2/CaM
augmente Vmax par plus de vingt fois (Klee et aï., 199$). De plus, à des niveaux
saturants de Ca2, le Kd pour la liaison de la CaM à la CaN est de l’ordre de 0.1 à 1
nM alors que pour CaMKII le Kd oscille entre 20 à 100 nM. Dans le muscle lisse
vasculaire, la dépendance au Ca2 in situ pour générer CaMKII autophosphorylée est
également hautement coopérative (coefficient de Hill 3) avec une EC50 près de 700
nM (Singer et al., 1996). Puisque la CaN est plus sensible au Ca2 que CaMKII, il
serait attendu que la régulation de ICI(Ca) à une [Ca2i intermédiaire (350-500 nM)
soit dictée principalement par la CaN en augmentant l’activité d’ICI(Ca) par la
déphosphorylation du canal ou d’une protéine régulatrice. En d’autres termes, dans le
o
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Q muscle lisse artériel, avec 350 ou 500 nM [Ca2j, l’habilité de CaMKII à diminuer
‘CI(Ca) devrait être inférieure à la déphosphorylation plus efficace exercée par CaN.
2±Par contre, lorsque la [Ca ] est superteure, les canaux CICa sont probablement sujets
à une régulation plus balancée par les deux enzymes et même où l’action de la kinase
est plus importante (figure 4.D.1). Cet équilibre peut être influencé par la
composition (différentes sous-unités) de CaMKII ainsi que par d’autres protéines
régulatrices. D’ailleurs, 1’ expression distincte de protéines régulatrices pourrait
2÷
expliquer la difference observee quant a la [Ca 1 necessaire pour enregistrer un effet
du KN-93 entre les myocytes d’AP et d’AC.
L ‘activation directe par le ca2 et I ‘zJ?fluence d’enzymes Ca2tdépendantes.
Une question importante qui demeure non résolue, dû au manque
d’informations sur l’identité moléculaire de ces canaux dans les cellules musculaires
lisses vasculaires natives ou d’autres cellules excitables, est à savoir si les canaux
CÏCa sont directement activés par le Ca2 ou requièrent une phosphoryÏation Ca2-
dépendante pour leur activation tel que démontré pour les canaux CF de certaines
cellules épithéliales (fuller et al., 1994). Nous avons démontré précédemment que
l’introduction de CaMKII constitutivement active dans le cytoplasme des myocytes
d’artère pulmonaire atténue l’activation de ICI(Ca). Également, l’inclusion de CaN
active dans le cytoplasme de cellules pulmonaires dialysées avec une solution sans
Ca2 n’a eu aucun effet. De plus, des études récentes en patch « inside-out» réalisées
sur des cellules musculaires lisses d’artère aortique de souris et de lapin (Hirakawa et
al., 1999) et pulmonaire de lapin (Piper & Large, 2003) démontrèrent que les
C.’
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A: CaNA; B: CaNB; Ca2: ions calcium; CaM: Calmoduline; CaMMI; Protéine Kinase
Dépendante de la Calmoduline II; CF: Ions chlorures; P : Groupement phosphate.
O [Ca21 faible
tCa21; élevée
Figure 4.D.1 Schéma de la régulation de ‘ci(c des cellules musculaires lisses artérielles par
les enzymes activées par le niveau de ca intracellulaire.
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C courants CF unitaires peuvent être activés par le Ca2 appliqué directement du côté
intracellulaire de la membrane. Il a été démontré dans les myocytes pulmonaires que
le Ca2t modifiait le «gating» de même que la perméabilité anionique d’une manière
qui varie avec la concentration; avec 500 nM [Ca2j, trois sous-conductances
distinctes de 1.2, 1.8 et 3.5 pS démontrant un comportement voltage-indépendant
purent être résolues (Piper & Large, 2003). Dans cette étude, l”EC50 pour l’activation
du canal par le Ca2 se situe entre 8 nM et 250 nM. Ces valeurs sont nettement
inférieures à celle déterminée dans la présente étude (363 nM) pour les myocytes
coronaires et dans les myocytes de la veine porte de rat (365 nM; (Pacaud et aï.,
1992)). Cette différence peut refléter l’état de phosphorylation minimal du canal pour
des enregistrements en patch excisé. Bien qu’il peut être tentant de conclure que le
Ca2 active directement les canaux CYCa et que leur activité est seulement modulée par
CaMKII et CaN, nous devons être prudents dans l’extrapolation de ces résultats. Des
observations récentes suggèrent que la facilitation Ca2-dépendante et l’inactivation
des canaux Ca2 de type P/Q sont conférées par la liaison du Ca2 à la CaM qui se lie
à un motif « IQ» sur la portion carboxy-terminale de la sous-unité OEIA (DeMaria et
aÏ., 2001). L’activation par le Ca2 local de canaux K à petite conductance (Xia et
aÏ., 1998) et l’inactivation Ca2-dépendante des canaux Ca(L) (sous-unité Œic; (Pitt et
aÏ., 2001)) par la calmoduline ont également été documentées. finalement,
l’augmentation du courant K lent à rectification retardée des myocytes cardiaques,
I, par une stimulation f3-adrénergique requiert le ciblage de la kinase dépendante du
3’-S’monophosphate et de PP1 à la sous-unité régulatrice du canal hKCNQ1 via la
protéine yotiao (Marx, 2002). 11 demeure donc possible que le «gating» de canaux
C
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C C1 activés par le Ca2 de rnyocytes vasculaires soit dicté par la liaison du Ca2 à une
protéine et/ou une enzyme qui peut être associée de façon permanente avec l’une des
sous-unités du canal ou recrutée durant l’élévation de [Ca2j.
Importance physiologique
La déphosphorylation par la CaN de CYCa ou d’une sous-unité régulatrice
pourrait jouer un rôle important dans la régulation du potentiel membranaire et du
tonus vasculaire. À des potentiels membranaires physiologiques, la CsA réduit la
conductance de ICI(Ca) à —50 mV de 44% dans les cellules d’AC dialysées avec 500
nM [Ca j. Puisque ta resistance d’entree de ces cellules musculaires tisses est eÏevee
(Leblanc et al., 1994), même un faible changement de la conductance Ci peut avoir
un impact important sur le potentiel membranaire de repos. La régulation
différentielle Ca2-dépendante de ‘CI(Ca) par CaMKII et la CaN pourrait alors
permettre une fine régulation de la dépolarisation membranaire induite par
l’occupation d’agonistes constricteLirs à leurs récepteurs. Avec une faible stimulation
menant à une élévation modeste de [Ca2j1, un rôle plus important de CaN pourrait
induire une activation soutenue de ‘Ci(Ca) et la dépolarisation membranaire. À une
[Ca2j supérieure, l’augmentation progressive de l’activité de CaMKII par Ca2/CaM
pourrait augmenter la phosphorylation, menant à la diminution de iC(Ca) et conduisant
ainsi à la réduction de l’entrée de Ca2 soutenue à travers des canaux Ca(L) et
essentiellement à une diminution du tonus vasculaire. Cette hypothèse est en accord
avec les résultats récents obtenus au laboratoire démontrant que la relaxation sensible
à l’ANf d’artères mésentériques de résistance de lapin pré-contractées avec la
C
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phényléphrine (agoniste Œj-adrénergique) est inversement reliée à la concentration de
cet agoniste (Remillard et aÏ., 2000).
GChapitre 5
Étude dynamique des effets de Ï ‘acide nlumique
5Lt1 ‘Cl(Ca] 2 16
Régulation par phosphoiyÏation de ICI(Ca) dans le
muscle lisse vasculaire 217
ci
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C La présente étude avait comme objectif principal de caractériser les courants
C1 activés par le Ca2 (ICI(Ca)) de cellules musculaires lisses fraîchement isolées de
trois lits vasculaires, soit la veine porte et les artères coronaires et pulmonaires de
lapin. La conductance fut donc étudiée sur les plans biophysique et pharmacologique,
mais leur régulation par des enzymes activées par le Ca2 fut également examinée.
Puisque TCI(Ca) est activé par la [Ca2j, plusieurs techniques ont été utilisées afin
, 2+ , . 2+d augmenter la [Ca j. L une de ces techniques, le «Ca -clamp », a permis
d’étudier ICI(Ca) avec une [Ca2j fixe et connue, limitant ainsi les effets d’une
variation de la [Ca2j.
Étude dynamique des effets de l’acide nflumique sur ‘C7(Ca)
L’interaction stimulante de l’acide niflumique avec ‘Cl(Ca) rapportée dans les
myocytes de l’artère pulmonaire (Piper et aÏ., 2002) est également présente dans les
cellules musculaires de l’artère coronaire de lapin en présence de 500 nM {Ca2].
Cette action stimulante est masquée par l’effet inhibiteur de l’ANF sur le canal. Cette
étude a permis de réaliser une analyse quantitative de l’amplitude et du décours
temporel de la stimulation suivant le lavage de l’ANF pour des concentrations variant
de 1 iM à 1 mM et d’évaluer la façon dont ces paramètres sont modifiés par le
potentiel membranaire. Les cinétiques complexes de stimulation à différentes
concentrations d’ANF peuvent être simulées par un modèle présentant au moins deux
sites de liaison, un de haute affinité pour l’ANF (K < 30 iM) et un de faible affinité
(K = 1.25 mM). Toutefois, l’identité du gène codant pour Cla étant encore inconnue,
o
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(Z il nous est impossible pour l’instant d’affirmer que l’effet stimulant de l’ANf
n’implique aucunement une protéine régulatrice du canal.
Régulation par phosphoiylation de ‘CttCa) dans le muscle lisse vasculaire
La présente étude démontre pour la première fois que iC(Ca), induit en
présence d’une [Ca2] stable, des cellules musculaires lisses de la veine porte et des
artères coronaires et pulmonaires de lapin ont des caractéristiques biophysiques
semblables. Toutefois, l’expression fonctionnelle du canal de même que sa régulation
par CaMKII est distincte entre le muscle lisse artériel et veineux. Dans le muscle
artériel, l’activation de CaMKII peut être impliquée dans une boucle de rétroaction
négative, spécialement à des [Ca2j élevées, afin de réduire l’influence dépolarisante
de ICI(Ca) sur le potentiel membranaire et le tonus vasculaire durant la stimulation par
des agents vasoconstricteurs. Ces résultats sont en accord avec une étude précédente
affirmant que la vasodilatation sensible à l’acide niflumique d’artérioles
mésentériques dc lapin préssurisées et précontractées par la phényléphrine est plus
importante à des concentrations faibles ou intermédiaires (0.1 à 1 jiM) de l’agoniste
Œ1-adrénergique (Remillard et al., 2000). Par contre, certains types de cellules
musculaires lisses, telle que la veine porte de lapin, présentent des potentiels d’action
spontanés (Hoïman et al., I 968;Hume & Leblanc, 1989). Dans ce cas, l’activation de
‘Cl(Ca) par CaMKII via la libération de Ca2 spontanée du RS ou durant la stimulation
sympathique peut promouvoir la décharge de potentiels d’action par la stimulation de
STICs (Hogg et al., 1993) auxquels on assigne un rôle important dans les
contractions rythmiques de la trachée (Janssen & Sims, 1994) ou dans la modulation
C
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C de vagues de potentiels d’action (Pacaud et al., 1989). En accord avec ceci, une
inhibition de ‘Cl(Ca) par des inhibiteurs de CaMKII fut observée dans certaines cellules
de la veine porte.
Par ailleurs, aucune étude antérieure n’avait jusqu’à présent démontré l’action
de la CaN sur des canaux Clça. De plus, cette influence stimulatrice de la CaN est
fortement dépendante de l’isoforme, la CaNA 3 n’ayant aucun effet sur la
conductance anionique contrairement à l’isoforme Œ. Par conséquent, la CaNA c
pourrait être impliquée dans un mécanisme de rétroaction positive permettant de
maintenir une contraction soutenue des myocytes artériels.
En conclusion, la régulation de l’activité des canaux CICa des myocytes
vasculaires est très complexe, impliquant à la fois une activation directe par le Ca2 et
des enzymes activées par le Ca2 ayant des actions opposées. Par conséquent, non
seulement la [Ca2j est primordiale pour l’activité du canal per se, mais également
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Composition des solutions de pipette pour l’électrophysiologie (mM)
Produits II III IV
CsAsp — — 100 100
CsC1 126 106 20 20
TEA — 20 20 20
HEPES 10 5 5 5
Glucose 20 — — —
BAPTA - 10 10 -
EGTA - - - 10
MgATP — 3 5 5
GTP diNa — 0.2 0.2 0.2
MgC12 — * * *
CaC12 — ** ** **
pH 7.2 7.2 7.2 7.2
Contient également l’un ou l’autre de ces ionophores antibactériens (300 g/m1):
Amphotéricine B ou Nystatine.
Ajusté avec CsOH en solution.
Les quantités ajoutées de MgCI2 ont été calculées avec le logiciel EQCAL Buffer ou
WinMaxC pour obtenir une concentration de Mg2 libre de 1 mM.
**Les quantités de CaC12 ajouté furent calculées avec le logiciel EQCAL Buffer ou
WinMaxC pour obtenir une concentration de Ca2 libre entre 250 nM et 1 jiM.
Composition des solutions externes pour I’électrophysiologie (mM)
Produits ] A B C D
NaC1 126 126 130 130
NaIICO3 — — 10 10
TEA — 10 5.4 5.4
4-aminopyridine — 5 — —
HEPES 10 10 10 10
Glucose 20 20 5.5 5.5
MgC12 1.2 1.2 0.5 0.5
CaCI2 1.8 1.8 1.8 1.8
Nifedipine — — — 0.001
PI{* 7.2 7.4 7.35 7.35
* Ajusté avec NaOH en solution.
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o APPENDICE II
Paramètres utilisés pour simuler par ordinateur le modèle cinétique décrivant
l’inhibition et la stimulation de ‘CI(Ca) par l’acide nifiumique
Unités
Perméabilité et sélectivité
Pci cv max = 0.01 iim ms1
Eci-i0 mV








Œi (V) = 0.0075 / {1 + exp [-0.1 * (V - 50)]} ms’
Pi (V) 0.1 / {1 + exp [0.1 * (V + 80)]} ms
Liaison de haute affinité de l’ANF et séparation
Œ2 ([ANF]) = [ANF]2 / {[ANF]2 + 0.0232} ms
P2 = 0.5 ms’
Œ3 = 0.058 ms
33 ([ANF]) = 0.05 * {[AJ’TFJ / {[ANF] + 0.01} ms
Liaison de faible affinité de 1’ANF et séparation
Œ4 ([ANF])= 0.00325 * {[AJ’F] / {[ANF] + 1.25} ms
= 0.0004 ms’
Récupération de haute affinité et liaison rapide de l’ANF
c6 = 0.0006 ms
Récupération de faible affinité et liaison rapide de l’ANF
0.000 1 ms1
o
